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© Induzierbare Vlrusreslstenz bei Pflanzen. 

tGegenstand der vorllegenden Erfindung ist ein neuartiges 
fahre n. welches auf der grun^'«"» 
Methoden die Ausbildung einer induzlerbaren Vlrusreslstenz 
bei Pflanzen ermogllcht. Welterhln bezieht sich die vorliegende 
Erfindung auf die Verwendung dieses Verfahrens zur Herstel- 
lung vlrusreslstenter Pflanzen sowie auf die nach diesem 
Verfahren erhaltlichen, mit einer induzlerbaren Virusresistenz 
ausgestatteten Pflanzen selbst und auf deren Nachkommen. 
Die vorliegende Erfindung umfasst ebenso chimare genetische 
Konstruktionen, welterhin Klonierungsvehikel und Wirtsorga- 
nismen sowie Methoden zur Uebertragung einer induzlerbaren 
Virusresistenz auf Pflanzen. 

Eln weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft 
dfe Verwendung besagter rekombinanter DNA-Moiekule zur 
"Immunisierung 1 ' von Pflanzen gegen einen unerwunschten 
Virusbefall. 
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Beschrelbung 



Induzierbare Virusresistenz bei Pflanzen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren, welches auf der Grundlage gentechnolo- 
gischer Methoden die Ausblldung einer induzierba- 5 
ren Virusresistenz bei Pflanzen ermdglicht. Weiter- 
hin bezieht sich die vorliegende Erfindung auf die 
Verwendung dieses Verfahrens zur Herstellung 
virusresistenter Pflanzen sowie auf die nach diesem 
Verfahren erhaltlichen, mlt einer induzierbaren Virus- 10 
resistenz ausgestatteten Pflanzen selbst und auf 
deren Nachkommen. 

Ein Grossteil der heute bekannten Krankheiten 
unserer wichtigsten Kulturpflanzen, die immer wie- 
der zu betrachtlichen Emte- und Ertragseinbussen 15 
im Obst-, GemQse- und Getreideanbau fuhren, 
werden durch Pflanzenviren verursacht Die Ueber- 
tragung dieser pflanzenpathogenen Viren erfoigt 
dabei in erster Linie durch saugende oder beissende 
phytophage Insekten und Nematoden, die als Vekto- 20 
ren fungieren. 

Man ist daher im Kulturpflanzenbau schon sehr 
lange bemuht, geeignete Verfahren zum Schutz der 
Kulturpflanzen vor einem Virusbefall zu entwickeln. 

Eine dieser Massnahmen, die jedoch nur bedingt 25 
wlrksam und zudem mit erhebllchen Rfsiken verbun- 
den ist t wurde unter dem Begriff der 'cross protec- 
tion' bekannt. Es handeit sich dabei urn die artif izielle 
Infektion gesunder Kulturen mit abgeschwachten 
Stammen pathogener Viren, wodurch eine Zweitin- 30 
fektion mit dem eigentlichen Pathogen verhindert 
werden soil. Dieses Verfahren wurde z.B. zur 
Verringerung der Ertragsverluste im Tomaten-, Kar- 
toffel- und Citrusanbau angewendet, die durch 
pathogene Viren, wie den Tomaten Mosaik Virus, 35 
das Kartoffel Splndelknollen Virold und den Citrus 
Tristeza Virus, hervorgerufen werden. (Broadbent L, 
Ann. Rev. PhytopathoL, 14: 75, 1976; Fernow KH, 
Phytopathology, 57: 1347, 1967; Costa AS and 
Muller QW, Plant Pis., 64: 538, 1980). 40 

Die Anwendung dieses Verfahrens zum Schutz 
gesunder Kulturen gegen eine Virusinfektion bringt 
jedoch zahlreiche Nachteile und Gefahren mit sich. 

S o kan n b eis pielsweise der fur die artifizielle 

Infektion verwendete abgeschwachte Virusstamm 45 
aufgrund einer Mutation in einen hochvirulenten 
Stamm ubergehen und somit selbst den Ausbruch 
einer Krankheit verursachen. 

Weiterhin ist es moglich, dass ein bestimmter 
Virusstamm zwar zum Schutz einer bestimmten 50 
Pflanzenspezies durchaus geeignet ist, bei einer 
anderen Spezies dagegen als Pathogen wirkt und 
schwere Schadigungen verursacht. 

Daruberhinaus sind synergistische Wirkungen 
zweier oder mehrerer Virus-Arten beschrieben, die 55 
zu neuen bisher unbekannten Krankheitssympto- 
men fuhren (Garces-Orejueia C and Pound GS, 
Phytopathology, 57: 232, 1957). 

Mit der Einfuhrung gentechnologischer Arbeits- 
methoden auch in die Pflanzengenetik und den sich 60 
daraus ergebenden MSglichkeiten zur Einschleu- 
sung fremden genetischen Materials in Pflanzen, 
wurden neue Verfahren entwickelt, die auf der 



Expression nur einzelner Virusgene in den entspre- 
chenden Pflanzen beruhen, anstelle der bisher 
praktizierten Infektion mit dem gesamten Virusge- 
nom. 

Bei den erwahnten neuen Verfahren werden 
beispielsweise Huliproteingene bestimmter Viren 
(Tabak Mosaik Virus, Alfalfa Mosaik Virus) mit Hilfe 
der rekombinanten DNA Technoiogie ins Pflanzen- 
genom eingebaut (Beven MW et at. , EMBO J., 4(8): 
1921-1926, 1985; Abel PP et al. , Science, 232: 
738-743, 1986). 

Bei der Expression des integrierten H 0 lip rote in- 
gens in der Pflanze kann durch das produzierte 
Hull protein eine gewisse Schutzwirkung erreicht 
werden, die die Pflanze vor einer Infektion mit dem 
entsprechenden Virus schutzt bzw. die auftretenden 
Krankheitssymptome abschwacht. Die genauen me- 
chanistischeri Hintergrunde fur diese Schutzwirkung 
durch das Hullprotein sind bisher weitgehend unbe- 
kannt. 

Auch die Expression weiterer Virusgene kann zu 
einer Schutzwirkung vor einer Infektion mit dem 
betreffenden Virus fuhren. So kommt es beispiels- 
weise in transgenen Pflanzen, die Gegensinn ('anti- 
sense') RNA von Teilen der entsprechenden Viren 
synthetisieren, zu einer Hemmung der Virusexpres- 
sion. Auch die Expression von Satelliten-RNA in 
transgenen Pflanzen kann zu einer Schutzwirkung 
fuhren, vermutlich aufgrund einer Konkurrenz mit 
dem infizierenden Virus urn die Replikase (Baulcom- 
be DC et al. , Nature, 321: 446-449, 1986). 

Diese Verfahren gewahren zwar einen gewissen 
Schutz gegeniiber einer Virusinfektion und/oder 
deren Folgen, sie haben aber ebenfalls entscheiden- 
de Nachteile: 

a) Bei hohen Inokulationskonzentrationen 
des Virus kann der Schutzfaktor austitriert 
werden, so dass eine Schutzfunktion nicht 
mehr gewahrieistet ist. 

b) der Schutzfaktor selbst kann die Ursache 
fur die Ausldsung von krankheitsahnlichen 
Zustanden bei der den Schutzfaktor syntheti- 



sierenden Pfianze sein. 

So ist beispielsweise das Virushullprotein in der 
Lage, in biologische Membranen einzudringen 
(de Zoeten GA and Gaard G, Virus Research, 1 : 
713-725, 1984) und diese zu schadigen. Dies 
kann in der Folge zu Funktionsstorungen 
innerhalb der Zelle fuhren, insbesondere bei 
Chloroplasten und Mitochondrion. 

c) Die Schutzfaktorgene werden standig 
(konstitutiv) exprimiert, auch wenn keine Virus- 
infektion vorliegt, was zu einer deutlichen 
Verschlechterung der Energiebilanz der betref- 
fenden Pflanzen fuhrt. 
Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, zur 
Ueberwindung der oben genannten Nachteile ein 
System zu entwickeln, bei dem der Schutzfaktor von 
der transformierten Pflanze nicht mehr konstitutiv 
produziert wird, sondern bei dem die Synthese des 
besagten Schutzfaktors je nach Bedarf in der 
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produzierenden Pfianze an- Oder abgeschattet war- 
den kann. 

Diese Aufgabe konnte jetzt Im Rahmem der 
vorliegenden Erflndung Qberraschenderweise mit 
einfachen Massnahmen gelost werden, indem ein 
System zur Verfugung gestellt wird, welches die 
Induktion von Genen auf der Grundlage viruseigener 
Kontrotlmechanismen ermogiicht. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung be- 
trlfft somlt ein Verfahren zum Schutz von Pflanzen 
vor einer Virusinfektion und/oder deren Folgen, das 
sich dadurch kennzeichnet, dass man in besagte 
Pflanzen ein induzierbares Schutzfaktorgen ein- 
bringt, das bei Bedarf, d.h. bei einer beginnenden 
Infektion mit einem Virus, exprimiert wird und die 
Produktion des Schutzfaktors steuert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft ein Verfahren zum Schutz von Pflanzen 
vor einer Infektion. mit pflanzenpathogenen Viren, 
das sich dadurch kennzeichnet, dass man in 
besagte Pflanzen ein Induzierbares Schutzfaktorgen 
einbringt, welches mit vlrusspezifischen Kontrollele- 
menten sowie mit in pflanziichen Zellen aktiven 
Expressionssignalen in operabler Weise verknGpft 
ist. so dass die Expression besagten Schutzfaktor- 
gens und damit die Produktion des Schutzfaktors 
durch den infizierenden Virus selbst kontroliiert wird. 

Daruber hinaus betrifft die voriiegende Erfindung 
rekombinante DNA Molekule, die eine fnduzierbare 
Virusresistenz auf Pflanzen ubertragen, wobei die 
infizierenden Viren durch einen von der Pfianze 
synthetlsierten Schutzfaktor neutral isiert werden. 

Insbesondere betrifft die voriiegende Erfindung 
transgene vfrusresistente Pflanzen sowie lebensfa- 
higer Teile virusresistenter transgener Pflanzen die 
mit einem rekombinanten DNA Molekul transfer- 
miert worden sind, welches fur efnen fnduzierbaren 
Schutzfaktor kodiert, der fur die Neutralisation des 
infizierenden Virus verantwortlich jst sowie Mutanten 
und Varianten besagter transgener Pflanzen. 

Unter einer "virusresistenten" Pfianze ist im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung definitionsge- 
mass eine Pfianze zu verstehen, die bei einer 
normalerweise wirksamen Viruskonzentration uber- 
lebt und vorzugswelse normales Wachstum zeigt. 

Die voriiegende Erfindung betrifft weiterhin Pflan- 
zen, welche aus transformierten Pflanzenzellen, die 
besagtes rekd7nbihantes~DNA~~ MolekQI"e7itlTaltenr 
regeneriert werden sowie deren Sam en, daruberhin- 
aus die Nachkommen von Pflanzen, die aus besag- 
ten transgenen Pflanzenzellen regeneriert worden 
sind sowie Mutanten und Varianten davon. 

Unter Mutanten und Varianten transgener Pflan- 
zen sind erfindungsgemass solche Pflanzen zu 
verstehen, die noch die charakteristischen Eigen- 
schaften der Ausgangspflanze besitzen, welche 
diese aufgrund der Transformation mit einem erfin- 
dungsgemassen r-DNA Molekul erhalten hat. 

Ebenso umfasst von der vorliegenden Erfindung 
sind alie Kreuzungs- und Fusionsprodukte mit dem 
zuvor erwahnten transfermierten Pflanzenmaterial. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Verfahren zur 
Herstellung virusresistenter transgener Pflanzen, 
welches sich dadurch kennzeichnet, dass man eine 
Pfianze Oder lebensfahige Teile davon mit einem 



rekombinanten DNA Molekul transfonmfert. 

Unter lebensfahigen Teilen von Pflanzen solien 
definitionsgemass, ohne dass dies eine Limitierung 
des Erfindungsgegenstandes darstellt, z.B. pflanzli- 
5 che Protoplasten, Zellen, Zellaggregate, Kallus, 
Samen, Pollen, Eizellen, Zygoten oder Embryonen 
verstanden werden. 

Die voriiegende Erfindung umfasst ebenso chima- 
re genetische Konstruktionen, die ein Schutzfaktor- 
10 Gen enthalten, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung, 
weiterhin Klonlerungsvehikel und Wirtsorganismen 
sowie Methoden zur Uebertragung einer induzierba- 
ren Virusresistenz auf Pflanzen. 
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
15 dung betrifft die Verwendung besagter rekombinan- 
ter DNA-Molekule zur "Immunlsierung" von Pflanzen 
gegen einen unerwunschten Virusbefall. 

In derfolgenden Beschreibung werden eine Reihe 
von Ausdrucken verwendet, die in der rekombinaten 
20 DNA Technoiogie, sowie in der Pflanzengenetik 
gebrauchlich sind. 

Urn ein klares und einheitliches Verstandnis der 
Beschreibung und der Anspruche sowie des Urn- 
fangs, der den besagten Ausdrucken zukommen 
25 soli, zu gewahrleisten, werden die folgenden Defini- 
tion en auf gestellt: 
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Heterologe(s) Gen(e) Oder DNA: 



Eine DNA Sequenz, die fur ein spezifisches 
Produkt, Produkte oder eine biologische Funktion 
kodiert und die von einer anderen Spezles stammt 
als derjenigen, in welche das besagte Gen elnge- 
schleust wird; besagte DNA Sequenz wird auch als 
35 Fremdgen oder Fremd-DNA bezeichnet. 

Homologe(s) Gen(e) Oder DNA: 



Eine DNA Sequenz, die filr ein spezifisches 
Produkt, Produkte oder eine biologische Funktion 
kodiert und die aus der gleichen Spezies stammt, in 
welche das besagte Gen eingeschleust wird. 

Synthetische(s) Gen(e) oder DNA: 

Eine DNA-Sequenz, die fur ein spezifisches 
Produkt, Produkte oder eine biologische Funktion 
"i^iellljrfa^ienauf^ym^ 
sind. 

Pflanzen-Promotor: 



Eine Kontrollsequenz der DNA Expression, die die 
Transkription jeder beliebigen homologen oder 
55 heteroiogen DNA Gensequenz in einer Pfianze 
gewahrleistet, sofern besagte Gensequenz in oper- 
abler Weise mit einem solchen Promotor verknupft 
ist. 

60 Ueberproduzierender Pflanzen-Promotor (OPP): 

Pflanzen-Promotor, der in der Lage ist, in einer 
transgenen Pflanzenzelle die Expression einer jeden 
in operabler Weise verkniipften funktionalen Gense- 
65 quenz(en) in einem Ausmass (gemessen in Form 
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der RNA Oder der Polypeptidmenge) zu bewirken, 
das deutlich hoher liegt, als dies naturlicherweise in 
Wirtszellen, die nicht mit besagtem OPP transfor- 
miert sind, beobachtet wird. 

Pflanze: 

Jedes photosynthetisch aktive Mitglied aus dem 
Reich Pianta , das durch einen membranumhullten 
Nukleus, ein in Form von Chromosomen organisier- 
tes genetisches Material, membranumhullte cyto- 
plasmatische Organelle und der Fahigkeit zur Durch- 
fQhrung einer Meiose charakterisiert ist. 

Pfianzen-Zeiie: 

Strukturelle und physiologische Einheit der Pflan- 
ze, bestehend aus elnem Protoplasten und einer 
Zellwand. 

Pflanzengewebe: 

Eine Gruppe von Pflanzenzellen, die in Form einer 
strukturellen und funktionellen Einheit organisiert 
sind. 

Pflanzenorgan: 

Ein abgegrenzter und deutlich sichtbar differen- 
zierter Teil einer Pflanze, wie beispielsweise Wurzei, 
Stamm, Blatt Oder Embryo. 

Schutzfaktor: 

Ein- Oder Mehrkomponenten-System, welches 
Innerhalb der Pflanze auf eine Weise mit infizieren- 
den Viren direkt oder indirekt interagiert, dass eine 
Schutzwirkung vor einer Virusinfektion und/oder 
deren Folgen gewahrleistet ist. 

Schutzfaktorgen/e: 

Nucleotidsequenz(en), die fur oben definierten 
Schutzfaktor kodieren. 

Virusspezifische Kontrolleiemente: 



Regionen am Virusgenom, die mit einem Viruspro- 
dukt in einer Weise interagleren, dass die Replika- 
tion, Transkription, Translation oder andere post- 
transkriptionale Prozesse (in "cis") beeinflusst wer- 
den. 

DNA-Expressions-Vektor: 

Klonierungs-Vehikei, wie z.B. ein Plasmid oder ein 
Bakteriophage, das a!le Signal-Sequenzen enthalt, 
die fur die Expression einer inserierten DNA in einer 
geeigneten Wirtszelle notwendig sind. 

DNA-Transfer-Vektor: 

Transfer-Vehikel, wie z.B. ein Ti-Plasmid oder ein 
Virus, das die Einschleusung von genetischem 
Material in eine geeignete Wirtszelle ermogiicht. 



Im folgenden soil eine kurze Beschreibung der 
Abbildungen gegeben werden: 

Abbildung 1 zeigt die Konstruktion von 
Plasmid pHS1, die in Beispiel 1.1 ausfuhrlich 
5 beschrieben ist. 

Abbildung 2A-C zeigt die verschiedenen 
Moglichkeiten der Transaktivierung bei CaMV. 

Abbildung 3 zeigt die Restriktionskarte von 
Plasmid pCIB200. 
10 Abbildung 4 zeigt die Restriktionskarte von 

Plasmid V374. 
Die vorliegende Erfindung betrifft in erster Linie 
rekombinante DNA Molekule, die in der Lage sind, 
eine induzierbare Virusresistenz auf Pflanzen zu 
15 ubertragen. 

Die Virusresistenz der Pflanzen wird dabei durch 
sogenannte Schutzfaktoren vermittelt. die von der 
transgenen Pflanze selbst produziert werden und 
die durch eine spezifische Interaktion mit dem 
20 infizierenden Pflanzenvirus dessen Reproduktions- 
fahigkeit in einem Masse beeintrachtigen, dass ein 
Ausbruch einer Infektion verhindert wird und/oder 
deren Folgen gemindert werden. 
Man unterscheidet dabei grundsatzlich zwei Kate- 
25 gorien von Schutzfaktoren. Zum einen handelt es 
sich um antivtrale Substanzen, die direkt am Virus 
angreifen und so dessen Reproduktionsfahigkeit 
negativ beeinfiussen, z.B. durch Hemmung von 
Enzymen, die fur den Entwirklungszyklus des Virus 
30 essentielt sind. 

Eine zweite Kategorie betrifft zelltoxische Sub- 
stanzen, welche die von den Viren befallenen Zellen 
vergiften und/oder abtoten und somit den Infek- 
tionsherd vom ubrigen gesunden Qewebe isolieren. 
35 In diesem Fall wird also die Vermehrungsfahigkeit 
des Virus indirekt durch die kunstliche Ausldsung 
einer "hypersensitiven Reaktion f ' eingeschrankt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind daher 
unter Schutzfaktoren Ein-oder Mehrkomponenten- 
40 Systeme zu verstehen, die innerhalb der Pflanze 
direkt Oder indirekt mit den infizierenden Viren 
interagieren, so dass eine Schutzwirkung vor einer 
Virusinfektion und/oder deren Folgen gewahrleistet 
ist. 

45 Beispiele solcher Schutzfaktoren, die aber keine 

Limitierung des Erfindung sgegenstandes darstellen, 
_ s j n£ - . _____ _ ____ _ 

1) Antivirale Substanzen, wie z.B. Antivirus 
Antikorper, PR-Proteine (Ahl P et al. , Plant Mol. 
50 Biol., 4: 37, 1985), virusspezifische Proteasein- 

hibitoren (Jamet E und Fritig B, Plant Mol. Biol., 
6: 69-80, 1986) Proteasen, virusspezifische 
Polymerase-lnhibitoren, und Interferon-ahnli- 
che Proteine. 

55 2) Zelltoxische Substanzen, wie z.B. Toxine, 

aktive Untereinheiten von Toxinen t Pp-Proteine, 
sowie andere Proteine, die naturlicherweise 
Hypersensitivat bewirken, wie die p-Glucanase 
(Mohnen D. et aL , EMBO J., 4: 1631-1635, 1985) 
60 Von besonderer Bedeutung im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung sind die Ribosomen 
inaktivierenden Proteine [RIPS] (Lord et al. . Oxford 
Sur. of Plant Mol. Cell Biol. , 1: 85-101, 1984) die eine 
irreversible Hemmung der Ribosomen verursachen 
65 und zu einer sorfortigen Einstellung der Proteinsyn- 



4 



7 



0 298 918 



8 



these fQhren. 

Befsplele solcher Ribosomen-lnaktivierender Pro- 
teine sind das Abrin (aus Abrus precatorius Samen) 
(Olsnes et aJ. , (In: Cohen P. and Van Heyninger S. 
(Ed.) Molecular Actions of Toxins and Viruses, 5 
Biomedical Press pp. 51-105, 1982) Modeccin (aus 
Modecca digltata Wurzeln) (Stirpe et aJ. t FEBS Lett., 
85: 65-67, 1978), Viscumin (aus Vlscum album . 
Blattem) (Stirpe et al. t Biochem. J., 190: 843-845, 
1980; Olsnes et a]. , J. Biol. Chem., 257: 13263-13270, 10 
1982) sowie Ricin (aus Ricinus communis ) (Olsnes 
and Pihl, In: Cuatrecasas P. (Ed.) The Specificity of 
Action of Animal, Bacterial and Plant Toxins. Chap- 
man and Hall, pp. 129-173, 1976). Ebenfalls in diese 
Gruppe gehort das 'Pokeweed'-Toxln (Owens et al. , 15 
Virology, 56: 390, 1973). 

All diese genannten Verblndungen weisen sowohl 
eine grosse strukturelle als auch funktionelle Aehn- 
lichkelt auf. 

Als besonders vorteiihaft erweist es sich, wenn 20 
die Induktion des Schutzfaktorgens und damit der 
Schutzfaktor-Produktion durch den tnfizierenden 
Virus selbst erfolgt. Auf diese Weise bleibt die 
Synthese des Schutzfaktors auf die Falle be- 
schrankt, in denen eine Virusinfektion stattflndet und 25 
der Schutzfaktor tatsachlich benotlgt wird, um der 
Pflanze den entsprechenden Schutz zu gewahren. 

Wird die Pflanze von einem entsprechenden Virus 
befallen, so wird die virusspezifische Kontroll region 
angeschaltet und damit das Schutzfaktorgen expri- 30 
miert. In der Folge kommt es zur Synthese des 
Schutzfaktors, der den infizierenden Virus neutrali- 
siert. Je mehr Infizlerender Virus vorhanden ist, 
desto mehr Schutzfaktor wird produziert und desto 
mehr Virus wird neutralisiert. 35 

Damit ist es im Rahmen der vorllegenden Erfin- 
dung erstmals gelungen, einen in sich geschlosse- 
nen Kontrolfkreis aufzubauen, der sich selbst regu- 
liert und der Pflanze einen optimalen Schutz vor 
einer Virusinfektion gewahrleistet. 40 

Dies fuhrt in der Folge dazu, dass von der Pflanze 
nicht unnotig Energle aufgewendet werden muss, 
um einen dauerhaften Schutz vor elner Virusinfek- 
tion aufrecht zu erhalten, die andererseits dringend 
fur das Wachstum und die Fruchtbildung benotigt 45 
wird. Dies kann erfindungsgemass beispielsweise 
dadurch erreicht werden, dass man das Schutzfak- 
torgen mitl^russpezifisch^h~Kohtroiielementen ver- 
kniipft und damit deren Expression unter die 
Kontrolle besagter Kontrollelemente stellt. 50 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft daher ein Verfahren zum Schutz von 
Pflanzen vor einer Virusinfektion und/oder deren 
Folgen, das sich dadurch kennzeichnet, das man ein 
induzierbares Schutzfaktorgen in besagte Pflanzen 55 
einbringt, das mit vlrusspezifischen Kontrolielemen- 
ten sowie mit in pflanzlichen Zellen aktiven Expres- 
sionssignalen in operabler Weise verknupft ist, so 
dass die Expression des Schutzfaktorgens durch 
den infizierenden Virus selbst reguliert wird. 60 

Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Viren 
spezrfische Kontroilmechanismen entwtckelt hat, die 
zur Koordination der einzelnen Virusfunktionen 
essentiell sind. 

Zu den genannten vlrusspezifischen Kontrollfunk- 65 



tionen gehoren beispielsweise: 

a) die Transaktivierung von Virusgenen auf 
der Transkriptions- und der Post-Transkrip- 
tlonsebene 

b) Hersteliung subgenomischer RNA durch 
viruskodierte Replikasen 

c) Aktivierung von Proteinen durch Prozes- 
sierung, Phosphorylierung und andere Modifi- 
katlonen. 

Das Phanomen der viralen Transaktivierung ist 
bisher fast ausschliesslich bei bakteriellen und 
tierischen Systemen (Calender, Biotechnology , 4: 
1074, 1986) beobachtet worden. 

Es existieren grundsatzlich verschiedene Ebenen 
auf denen ein Transaktivierungsmechanismus an- 
grelfen kann. 

Der elnfachste und offensichtlichste Weg ist die 
Transaktivierung der Transkription. 
Dieser Typ der Transaktivierung ist beispielsweise 
als einer der Hauptwirkungsmechanismen fur das 
humane HTLV-System beschrieben worden. Dabei 
reguliert der Transaktivator die Transkription durch 
Reaktion mit dem viralen LTR ('Long Terminal 
Repeat') (Muesing MA et al. . Ceil, 48: 691-701, 
1987). 

Bestimmte Leseraster dieses Virus (HiV-LTR), wie 
z.B. das tat-Gen kodieren fur Transaktivatoren, die 
die Expression der Virusgene gag-pol-env ermogli- 
chen. Bei dem tat Genprodukt handelt es sich um 
ein Polypeptid vom MG 15 000, das in seinem Aufbau 
und seinen Elgenschaften an Nukleinsaure-Bin- 
dungsproteine erinnert, wie z.B. den Transkriptions- 
faktor VIII A von Xenopus laevis u.a. 

Als moglicher Mechanismus fur die Transaktivie- 
rung wird daher eine kooperative Bindung eines 
Regulators an eine Erkennungsstelle in Betracht 
gezogen. Eine solche Erkennungsstelle existiert 
beispielsweise im Bereich der RNA Start-Region. 

Auf der posttranskriptionalen Ebene dagegen 
stehen eine Vielzahl von verschiedenen Transaktivle- 
rungsmechanismen zur Verfugung, die an sehr 
unterschiedlichen Stelfen angreifen konnen. 
Die Mogllchkeiten reichen dabei von der Kontrolle 
der mRNA-Verlangerung (Grayhack et al. , Cell, 42: 
259, 1985; Yi-Kao et al. , Nature, 330: 489 1987), uber 
die Kontrolle des mRNA Transports vom Nukleus ins 
Cytoplasma, des mRNA Spleissens, der mRNA 
PoipaenyiieTun^^ 

der Translations-lnitation (Jay et al. , Proc. Natl. 
Acad. Sci, USA, 78: 2927. 1981) bis hin zur 
differenzierten Verwendung verschiedener ORF's 
('Open Reading Frame') auf der RNA. 

Eine dritte Ebene der mog lichen Transaktivie- 
rungsmechanismen betrifft die posttranslationaJe 
Modifikatlon des Protein-Produkts in Form von 
Phosphorylierungen oder einem Protein-Proces- 
sing. 

Im Falle des Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) sind 
alle drei der zuvor genannten Transaktivierungsebe- 
nen von Relevanz. 

CaMV besitzt ein doppelstrangiges (ds) zlrkulares 
DNA-Genom, dessen Replikation vermutlich uber 
einen reversen Transkriptionsmechanismus erfolgt. 
Dabei werden zwei RNA Zwischenprodukte geibil- 
det, eine 35 S RNA und eine 19 S RNA, die zwei 
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Operons auf dem CaMV Genom entsprechen. Vom 
19 S Promoter wird eine subgenomische RNA (19 S 
RNA Transkript) transkribiert, die das CaMV Protein 
VI kodiert, welches die Hauptmasse der virusspezifi- 
schen Einschlusskorperchen bildet. Die 35 S RNA 
besteht aus einer 600 Nukleotide umfassenden 
Leader-Region gefolgt (in Reihenfolge) von den 
Leserastern VII, I, II, III, IV, V und VI. Es wird 
angenommen, dass atle diese Leseraster, mit Aus- 
nahme des Leserastefs VI, von der 35 S RNA 
translatiert werden. (Pfeiffer P und Hohn T, Cell, 33: 
781 - 789, 1983; Krid! JC and Goodman RM, Bio 

Essays, 4: 4-8, 1986). 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnten 
de folgenden Kontroilmechanism tQr das CaMV-Sy- 
stem verifiziert werden: 

1) Der 19 S Promoter wird durch das 
Proteinprodukt des 19 S Operon in Form einer 
Autokatalyse aktiviert (siehe Abb. 2A). 

2) Daruberhinaus wird auch die Verwendung 
der polycistronischen RNA durch das besagte 
Proteinprodukt des 19 S Operons reguliert 
(siehe Abb. 2B). 

3) Die Freisetzung eines spezifischen Pro- 
teinproduktes erfolgt aus einem Polyprotein 
durch die Aktivitat viraler Proteasen (Abb. 2C). 

Bei bestimmten Strang-positiven( + ) Wen findet 
man eine Variation dieser viralen transskriptionellen 
Transaktivierung. In diesen Fallen erfolgt eine Pro- 
duktion subgenomischer Virus (messenger) RNA 
ausgehend von minus-Strang RNA, katalysiert durch 
virus-spezifische Polymerasen. 

Diese Sonderform einer transkriptionalen Trans- 
aktivierung ist belsplelsweise beim Brome Mosaik 
Virus (BMV) verwirklicht, der Pflanzen aus der 
Gruppe der Monokotyledonen insbesondere zahlrei- 
che Gramineenarten. wiez.B. Mais, Gerte, Bromgras 
und andere Wildgraser, darQberhinaus aber auch 
verschiedene dikotyle Pflanzen befalit. 

Das Genom von BMV ist aus insgesamt drei RNA 
Komponenten zusammengesetzt. Die Transkripte 
von zwei dieser Komponenten (RNA 1 and RNA 2) 
sind fur die Replikation des yiralen Genoms in der 
Pffanze essentiell. So ist beispielsweise die Replika- 
tion der dritten Komponente (RNA 3), einer dlcistro- 
nischen RNA, die fur ein 32 000 MG Protein und fur 

v.wi »wnpi v;iciii rxuuroi i auwic uitt ri ouutnion SUDge- 

nomischer Hullprotein-mRNA von der Anwesenheit 
der RNA 1 und RNA 2 Transkripte abhangig (French 
et al. . Science, 231: 1294-1297, 1986). 

Als Mechanismus fQr die Herstellung subgenom- 
ischer mRNA zur Expression der auf der RNA 3 
befindlichen Gene, dient vermutlich eine interne 
Initiation einer virusspezifischen Repiikase, die sehr 
friih im Verlaufe des Infektionszyklus gebildet wird 
(evtl. kodiert durch genomische RNA 1 und/oder 
RNA 2) am minus(-) Strang der genomischen RNA 3 
(Miller et al. , Nature, 313 : 68-70, 1985). 

Daruberhinaus kann man davon ausgehen, dass 
sich die Kopienzahl genomischer NukleinsSuren 
(DNA oder RNA) sehr stark erhohen lasst, wenn 
diese mit viralen Replikationssignalen versehen 
werden und zwar aufgrund der Aktivitat spezifischer 
viraier Polymerasen. 

Alle diese genannten Systeme konnen in dem 



erfindungsgemassen Verfahren fur die Konstruktion 
von Vektoren genutzt werden, die in der Lage sind 
eine induzierbare Virusresistenz auf pflanzliches 
Material zu Qbertragen 
5 Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfin- 
dung ist die Verwendung der virusspezifischen 
Kontrollelemente des Cauliflower Mosaik Virus 
(CaMV), was jedoch den Umfang der vorliegenden 
Erfindung in keiner Weise einschr&nkt, sondern 
10 lediglich dazu dient, das Funktionieren des erfin- 
dungsgemassen Verfahrens zu demonstrieren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung bezieht sich somit auf die Herstellung hybrider 
Genkonstruktionen, die zusammengesetzt sind aus 
15 einer oder mehreren virusspezifischen Kontrollre- 
gionen sowie aus homologen oder heterologen 
DNA-Sequenzen, die fur ein oder mehrere Schutz- 
faktoren X kodieren, unter Verwendung von Metho- 
den und Verfahren, die auf dem Gebiet der rekombi- 
20 nanten DNA Technologie weitgehend bekannt und 
gebrauchlich sind.und die unter anderem in den 
folgenden Publikationen beschrieben sind: 
"Molecular Cloning", Maniatis T, Fritsch EF und J 
Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, 
25 und "Recombinant DNA Techniques", Rodriguez RL 
und RC Tait, Addison-Wesley Publishing Cornp., 
London, Amsterdam, Don Mils. Ontario, Sydney, 
Tokyo, 1983. 

Die fur das Schutzfaktor-Gen kodierende Region, 
30 die gemass der vorliegenden Erfindung verwendet 
wird, kann homologenen oder heterologenen Ur- 
sprungs sein, im Verhlltnis zu der Pflanzenzelle Oder 
der Pflanze, die transformierl werden soli. Es ist 
jedoch auf alle Falle notwendig, dass die Gense- 
35 quenz, die fur den Schutzfaktor kodiert exprimiert 
wird und zur Produktion eines funtionstuchtigen 
Enzyms oder Polypeptids in der resultierenden 
Pflanzenzelle fuhrt. 

Unter DNA-Sequenzen heterologen Ursprungs 
40 sind erfindungsgemass solche zu verstehen, die aus 
anderen Pflanzen-Spezies oder aus Organismen 
stammen, die einer anderen taxonomischen Einheit 
angehoren, so z.B. aus Mikroben oder aus S&ugern 
oder die synthetischen Ursprungs sind und die in 
45 der Lage sind in der jeweiligen gewunschten 
Pflanzenspezies die gewiinschte Schutzfunktion 
gegen^ihe^Virusbefall zu erreichenT 

Die kodierende Region der hybriden Genkon- 
struktion kann auch einen Schutzfaktor kodieren, 
50 der sich von einem naturlich vorkommenden unter- 
scheidet, der aber immer noch im wesentlichen die 
Schutzfunktion des naturlichen Schutzfaktors erfullt. 
Solch eine kodierende Sequenz wird gewohnlicher- 
weise eine Variante einer naturlichen kodierenden 
55 Region sein. Unter einer "Variante" einer naturlichen 
DNA-Sequenz ist im Rahmen dieser Erfindung 
deftnitionsgemass eine modifizierte Form einer na- 
turlichen Sequenz zu verstehen, die aber noch 
dieselbe Funktion erfullt. Die Variante kann eine 
60 Mutante oder eine synthetische DNA-Sequenz sein 
und ist im wesentlichen der entsprechenden naturli- 
chen Sequenz homolog. Im Rahmen dieser Erfin- 
dung ist eine DNA-Sequenz einer zweiten DNA-Se- 
quenz dann im wesentlichen homolog, wenn wenig- 
65 stens 70 o/o, vorzugsweise wenigstens 80 %, insbe- 
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sondere aber wenigstens 90o/o der aktlven Ab- 
schnitte der DNA-Sequenz homolog sind. Gemass 
vorllegender Definition des Begriffs "im wesentli- 
chen homolog" werden zwei unterschiedliche Nu- 
kleotide in einer DNA-Sequenz einer kodierenden 
Region dann ais homolog angesehen, wenn der 
Austausch des einen Nukleotids gegen das andere 
eine stille Mutation darstelit. 

Die Erfindung umfasst somit jedes, eine Amino- 
sauresequenz kodierende hybrlde Gen, das die 
gewQnschte Schutzfunktion vermittelt, welche die 
offenbarten und beanspruchten Erfordernisse er- 
fDlft. Besonders bevorzugt ist eine Nukieotidse- 
quenz, die im wesentlichen wenigstens dem Teil 
oder den Teilen der naturlichen Sequenz homolog 
ist, der (die) fur die Schutzfunktion gegen einen 
Virusbefall verantwortlich ist (sind). 

Die fur den Schutzfaktor kodierende DNA-Se- 
quenz kann ausschllesslich aus genomischer, aus 
cDNA bzw. aus synthetischer DNA konstrulert sein. 
Eine andere Moglichkeit besteht in der Konstruktion 
einer hybriden DNA-Sequenz bestehend sowohl aus 
cDNA ais auch aus genomischer DNA und/oder 
synthetischer DNA. In dlesem Fall kann die cDNA 
aus demselben Gen stammen wie die genomische 
DNA Oder aber, sowohl die cDNA, wie auch die 
genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen 
stammen. In jedem Fall konnen aber, sowohl die 
genomischen DNA und/oder die cDNA, jede fur 
sich, aus dem gleichen oder aus verschiedenen 
Genen hergestellt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr ais 
elnem Gen beinhaltet, kdnnen diese Gene entweder 
von efn und demselben Organismus, von mehreren 
Organismen, die mehr ais einem Stamm, einer 
Varietat oder einer Spezies dersetben Gattung 
angehoren, oder aber von Organismen, die mehr ats 
einer Gattung derselben oder einer anderen taxono- 
mischen Einheit (Reich) angehoren, abstammen. 

Die verschiedenen DNA-Sequenzabschnitte kon- 
nen mit Hitfe an sich bekannter Methoden miteinan- 
der zu einer vollstandigen fur den Schutzfaktor 
kodierenden DNA-Sequenz verknupft sein. Geeig- 
nete Methoden schfiessen beispielsweise die in vivo 
Rekombination von DNA-Sequenzen, die homologe 
Abschnitte aufweisen sowie die in vitro Verknupfung 
von Restriktionsfragmenten mit ein. 
~Es~wefden~somit~eine V1eizahi~von~Ausfuhrungs^~ 
formen von dem breiten Konzept dieser Erfindung 
umfasst. 

Eine dieser erfindungsgemassen AusfOhrungsfor- 
men ist durch eine chimare Gen-Sequenz gekenn- 
zeichnet, enthaltend: 

(a) eine oder mehrere Gen-Sequenzen, die 
fur ein Oder mehrere Schutzfaktor Polypeptide 
kodleren, welche nach erfolgter Expressen des 
Gens in einer gegebenen Pflanzenzelie eine 
Schutzfunktion vor einer Virusinfektion und/ 
oder deren Folgen bewirkt, und 

(b) eine oder mehrere Gensequenzen, die fur 
eine oder mehrere virusspezifische Kbntrollre- 
gionen kodieren, welche In operabler Weise mit 
der fur den Schutzfaktor kodierenden Region 
verknupft ist, und 

(c) eine oder mehrere zusatzliche Gense- 



quenzen, die in operabier Weise mit belden 
Seiten der fur den Schutzfaktor sowie gegebe- 
nenfalls fur die zugehorigen virusspezifischen 
Kontrollelemente kodierenden Region ver- 
5 knupft sind. Diese zusatzlichen Gensequenzen 

enthalten Promotor-und Terminator-Regionen 
sowie gegebenenfalls zusatzlich regulatorische 
Sequenzen der 3'- und 5'-nichttranslatierten 
Regionen. Die pflanzlichen regulatorischen Se- 
tt? quenzen konnen im Verhaltnls zu der Wirtszelle 
heterolog oder homolog sein. 
Die funktionelle Verknupfung der fur einen 
Schutzfaktor kodierenden Region mit einer viruss- 
pezifischen Kontrollregion kann erfindungsgemass 
15 z.B. dadurch erreicht werden, dass man viruseigene 
kodierende DNA-Sequenzen, von denen bekannt ist, 
dass sie natQrlicherweise im Verfaufe des Infektloris- 
zyklus durch spezifische Funktionen des intakten 
Virus kontrolHert werden, isollert und den kodieren- 
20 den Abschnitt durch ein Schutzfaktorgen ersetzt, 
und somit das Schutzfaktorgen unter virale Kontrolle 
bringt. 

Ais Beispiele solcher kodierender viraler Regionen, 
die aber in kelner Weise ais Ilmitierende aufzufassen 
25 sind, kdnnen das Leseraster I und VI des CaMV-Ge- 
noms genannt werden, sowie die Hullprotein-kodle- 
rende DNA-Sequenz auf der diclstronischen RNA 3 
des BMV. 

Jeder Promotor und jeder Terminator, der In der 

30 Lage ist, die Expression einer fur einen Schutzfaktor 
kodierenden DNA-Sequenz zu bewirken, kann ais 
Bestandteil der chimaren Gensequenz verwendet 
werden. Beispiele geeigneter Promotoren und Ter- 
minatoren sind z.B. solche der Nopalln-Synthase- 

35 Gene (nos), der Octopln-Synthase-Gene (ocs) so- 
wie der Cauliflower Mosaik Virus Gene (CaMV). 

Ein wirksamer Vertreter eines Pf lanzenpromotors, 
der Verwendung finden kann, ist ein Qberproduzie- 
render Pflanzenpromotor. Diese Art von Promotoren 

40 sollte, sofem sie in operabler Weise mit der 
Gensequenz fur das Schutzfaktorgen verknupft ist, 
in der Lage sein, die Expression besagter Schutzfak- 
toren in einer Weise zu vermitteln, dass die tranfor- 
mierte Pflanze gegenuber einem Virusbefall ge- 

45 schutzt ist. 

Ueberproduzierende Pflanzenpromotoren, die im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung zur Anwendung 
i<dmmen™konnen den"Promotor~dey~ 
kleinen Untereinheit (small subunit; ss) der Ribulo- 

50 se-1 ,5-bisphosphat-Carboxylase aus Sojabohnen 
[Berry-Lowe et al. , J. Molecular and App. Gen., 
12483-498 (1982)] sowie den Promotor des Chloro- 
phyll-a/b-Bindungsproteins ein. Diese beiden Pro- 
motoren sind dafur bekannt, dass sie in eukaryonti- 

55 schen Pflanzenzellen durch Licht induziert werden 
[siehe z.B. Genetic Engineering of Plants, an 
Agricultural Perspective , A. Cashmore, Plenum, New 
York 1983, Seite 29-38; Coruzzl G et al. , The Journal 
of Biological Chemistry, 258: 1399 (1983) und 

60 Dunsmuir P et al. , Journal of Molecular and Applied 
Genetics, 2: 285 (1983)]. 

Durch die Verwendung starker Promotoren ist 
gewahrleistet, dass auch in Abwesenheit des Virus 
standig geringe Mengen an Schutzfaktor-Protein 

65 synthetisiert werden, sodass bei einer akuten Virus- 
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infektion eine sehr schnelle erste Reaktion auf das 
Infektionsereignis moglich ist. 

Eine im Rahmen cler vorliegenden Erfindung 
bevorzugte Gen-Konstruktlon ist zusammengesetzt 
aus dem CaMV 35-S Promoter, aus einer Leader 
Sequsnz, dem CaMV Leseraster VII, einer CaMV 
Leseraster I / Schutzfaktorgen Fusion sowie einem 
Transkriptions-Terminator. 

Ebenfalls bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung 
ist eine Genkonstruktion, die aus dem CaMV 
19S-Promoter, einer Schutzfaktor-kodierenden 
DNA-Sequenz im ORF VI des CaMV-Genoms sowie 
einer CaMV Terminationssequenz zusammenge- 
setzt ist. 

Die chimare Gensequenz, die aus einer oder 
mehreren virusspezifischen Kontrollsequenzen so- 
wie einem oder mehreren Schutzfaktorgenen be- 
steht und die In operabler Weise mit in pflanzlichen 
Zellen aktiven Expressionssignalen verknupft ist, 
kann in einen geeigneten Klonierungsvektor einge- 
spleisst werden. Im allgemeinen verwendet man 
Plasmid- oder Virus- (Bakteriophage)-Vekt ore n mit 
Replikatlons- und Kontrollsequenzen, die von Spe- 
zies stammen, die mit der Wirtszelle kompatibel 
sind. 

Der Klonierungsvektor tragt in der Regel einen 
Replikationsursprung, ausserdem spezifische Gene, 
die zu phanotypischen Selektionsmerkmalen in der 
transformierten Wirtszelle fuhren, insbesondere zu 
Resistenzen gegenuber Antibiotika oder gegenuber 
bestimmten Herbizlden. Die transformierten Vekto- 
ren konnen anhand dieser phanotypischen Marker 
nach einer Transformation in einer Wirtszelle selek- 
tiert werden. 

Als Wirtszellen kommen im Rahmen dieser Erfin- 
dung Prokaryonten in Frage, einschliesslich bakte- 
rieller Wirte, wie z.B. A. tumefaciens , A. rhtzogenes , 
E. coli , S. typhimurium und Serratia marcescens , 
sowie Cyanobakterien. Ferner konnen auch eukary- 
ontische Wirte wie Hefen, mycelbildende Pilze und 
Pflanzenzellen im Rahmen dieser Erfindung verwen- 
det werden. 

Der Klonierungsvektor und die mit diesem Vektor 
transformierte Wirtszelle werden erfindungsgemass 
dazu verwendet, die Kopienzahl des Vektors zu 
erhohen. Mit einer erhdhten Kopienzahl ist es 

mftnlinh Hon \/oUtnr Hor Wac it-yf olrtr»r-.f^on 
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tragt, zu isoiieren und z.B. fur die Einschleusung der 
chimaren Gensequenz in die pflanzliche Zelle zu 
verwenden. 

Die Einschleusung von DNA in Wirtszellen kann 
mit Hiife von an sich bekannten Verfahren durchge- 
fuhrt werden. So konnen beispielsweise bakterielle 
Wirtszellen nach einer Behandlung mit Calciumchlo- 
rid transformiert werden. In Pflanzenzellen lasst sich 
DNA durch direkten Kontakt mit den aus den Zellen 
hergestellten Protopiasten einschleusen. 

Eine andere Moglichkeit zur Einfuhrung von DNA 
in Pflanzenzellen besteht darin, dass man die Zellen 
mit Viren oder mit Agrobacterium in Kontakt bringt. 
Dies kann durch Infektion sensitiver Pflanzenzellen 
oder durch Co-Cultivierung von Protopiasten, die 
sich aus Pflanzenzellen ableiten, bewerkstelligt 
werden. 

Diese Verfahren werden im folgenden noch genau 



diskutiert. 

Fur die direkte Einschleusung von DNA in Pflan- 
zenzellen stehen eine Reihe von Verfahren zur 
Verfugung. So kann das genetische Material, das in 

5 einem Vektor enthalten ist, beispielsweise mit Hilfe 
von Mikropipetten fur den mechanischen Transfer 
der rekombinanten DNA direkt in die Pflanzenzellen 
mikroinjiziert werden. Das genetische Material kann 
ebenso nach einer Behandlung der Protopiasten mit 

10 Polyethylenglykol in diese eingebracht werden. 
[Paszkowski J et ah , EMBO J., 3: 2717-22 (1984)]. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung betrifft die Einschleusung des Schutzfaktor- 
Gens in die Pflanzenzelle mit Hilfe der Elektropora- 

15 tion [Shillito R et al. , Biotechnology, 3: 1099-1103 
(1985); Fromm M et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
82: 5824 (1985)]. 

Bei dieser Technik werden pflanzliche Protopia- 
sten in der Gegenwart von Plasmiden, die das 

20 Schutzfaktor-Gen enthalten, einer Elektroporation 
unterzogen. 

Elektrische Impulse hoher Feldstarke fuhren zu 
einer reversiblen Permeabilitatserhdhung von Bio- 
membranen und ermoglichen damit die Einschleu- 

25 sung der Plasmide. Elektroporierte pflanzliche Pro- 
topiasten erneuem ihre Zeilwand, teilen sich und 
bilden Kallusgewebe. Die Selektion der transformier- 
ten Pflanzenzellen mit dem exprimierten Schutzfak- 
tor kann mit Hilfe der zuvor beschriebenen phanot- 

30 ypischen Marker erfolgen. 

Das Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) kann im 
Rahmen dieser Erfindung ebenso als Vektor fur die 
Einschleusung des Schutzfaktor Gens in die Pflanze 
verwendet werden (Hohn et al. , in "Molecular 

35 Biology of Plant Tumors", Academic Press, New 
York, 1982, Seite 549-560; Howell, US-Patent Patent 
No. 4,407,956). 

Das gesamte virale DNA-Genom von CaMV wird 
dabei in ein bakterielles Eiternplasmid integriert 

40 unter Ausbildung eines rekombinanten DNA Mole- 
kuls, das in Bakterien vermehrt werden kann. Nach 
erfolgter Klonierung wird das rekombinante Plasmid 
mit Hilfe von Restriktionsenzymen entweder zufallig 
oder an ganz spezifischen nicht essentiellen Stellen 

45 innerhalb des virale n Teils des rekombinanten 
Plasmids gespalten, z.B. innerhalb des Gens, das fur 

die Usbsrtragbcirkeit des- Virus —durch B!5»tt!aus6 

kodiert, um die Schutzfaktor-Gensequenz einbauen 
zu konnen. 

50 Ein kleines Oligonucleotid, ein sog. Linker, der 
eine einzige, spezifische Restriktionserkennungs- 
stelle besitzt, kann ebenfalls integriert werden. Das 
so modifizierte rekombinante Plasmid wird erneut 
kloniert und durch Einspleissen der Schutzfaktor- 

55 Gensequenz in eine nur einmal vorkommende 
Restriktionsstelle weiter modiftziert. 

Der modifizierte virale Anteil des rekombinanten 
Plasmids wird dann aus dem bakteriellen Eltern- 
Plasmid ausgeschnitten und fur die Inokulation der 

60 Pflanzenzellen oder der gesamten Pflanzen verwen- 
det. 

Eine andere Methode zur Einschleusung der 
erfindungsgemassen hybriden Genkonstruktion in 
die Zelle bedient sich der Infektion der Pflanzenzelle 
65 mit Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium 
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rhizogenes , welches mit dem Schutzfaktor-Gen in 
einer Weise transformiert ist, dass besagtes Schutz- 
faktor-Qen die Tumor-produzierenden Gene zwi- 
schen den T-DNA Grenzsequenzen ersetzt. Eine 
weitere Mogllchkeit im Rahmen dieser Erfindung 
besteht in einer gemischten Infektion unter Verwen- 
dung von sowohl A. rhizogenes als auch transfor- 
miertem A. tumefaciens wie es von Petit et al. (Petit 
et al„ Mol. Gen. Genet. 202: 388, 1986) fOr die 
Transformation von Karotten beschrieben worden 
ist. Das Mischungsverhaitnis muss dabei so aufein- 
ander abgestimmt werden, dass die durch die A. 
rhizogenes Transformation hervorgerufenen Wurzel- 
chenkolonien auch einen hohen Anteil an A. tumefa- 
ciens Ti-Plasmid enthalten. Dies kann erfindungsge- 
mfiss dadurch erreicht werden, dass man A. rhizo- 
genes und A. tumefaciens in einem Mischungsver- 
haitnis von 1:1 bis 1:100, vorzugsweise aber von 
1:10 in bekannter Weise gemeinsam auf das Pflan- 
zenmaterlal appliziert Die transgenen Pflanzenzel- 
len werden anschliessend unter geeigneten, dem 
Fachmann bekannten Kultivierungsbedingungen 
kultiviert, so dass sie Schdsslinge und Wurzeln 
ausbllden und letztlich ganze Pfianzen resultieren. 
Die Mischung der beiden Agrobacterien- Spezles 
erfolgt vorteilhafterweise erst kurz vor der eigentli- 
chen Inokulation. 

Die Schutzfaktor kodierenden Gensequenzen las- 
sen sich belspielsweise mit Hilfe des Ti-Plasmids von 
Agrobacterium tumefaciens [DeCleene et al. , Bot. 
Rev., 47: 147-194 (1981); Bot Rev., 42: 389-466 
(1976)] sowie des Ri-Plasmids von A. rhizogenes (M 
Tepfer und F Casse-Delbart, Microbiol. Sci., 4(1): 
24-28, 1987) in geeignete Pflanzenzellen uberfGhren. 
Das Tl-Plasmid wird im Verlaufe der Infektion durch 
Agrobacterium tumefaciens auf die Pflanze ubertra- 
gen und stabil ins Pflanzengenom integriert. [Horsch 
et al. , Science, 233: 496-498 (1984); Fraley et al„ 
Proa Natl. Acad, Scl. USA, 80: 4803 (1983)]. 

Fur Pfianzen, deren Zellen fur eine Infektion mit 
Agrobacterium nicht sensitiv sind, kann man auf die 
Co-Kultivierung von Agrobacterium mit dem ent- 
sprechenden Protoplasten zuriickgreifen. 

Ti-Plasmide besitzen zwei Regionen, die fur die 
Herstellung transformierter Zellen essentlell sind. 
Eine davon, die Transfer-DNA Region, wird auf die 
Pflanze ubertragen und fuhrt zur Induktion von 
Tumoren~Die~andererdie~v1ruie^ 
Region, ist nur fur die Ausblldung, nicht aber fur die 
Aufrechterhaltung der Tumoren essentiell. Die 
Transfer-DNA Region kann in Ihren Dimensionen 
durch Einbau der Schutzfaktor-Gensequenz ver- 
grossert werden, ohne dass die Uebertragungsfa- 
higkeit beeintrachtigt wird. Durch Entfemen der 
tumorverursachenden Gene, wodurch die transge- 
nen Pflanzenzellen nicht-tumords bleiben und durch 
Einbau eines selektionierbaren Markers, kann das 
modifizierte Ti-Plasmid ais Vektor fur den Transfer 
der erfindungsgem&ssen Genkonstruktion In eine 
geeignete Pflanzenzelle verwendet werden. 

Die vir-Region bewirkt den Transfer der T-DNA 
Region von Agrobacterium auf das Genom der 
Pflanzenzelle, unabhangig davon, ob die T-DNA-Re- 
gion und die vir-Region auf demselben Vektor Oder 
auf verschiedenen Vektoren innerhaib derselben 



Agrobacterium -Zelle vorliegen. Eine vir-Region auf 
einem Chromosom induziert ebenzo den Transfer 
der T-DNA von einem Vektor in eine Pflanzenzelle. 
Bevorzugt wird ein System zur Uebertragung 
5 einer T-DNA-Region von einem Agrobacterium in 
Pflanzenzellen, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass die vir-Region und die T-DNA-Region auf 
verschiedenen Vektoren liegen. Ein solches System 
ist unter dem Begriff "binares Vektor-System" 
10 bekannt und der die T-DNA enthaltende Vektor wird 
als ein "binarer Vektor" bezeichnet. 

Jeder T-DNA enthaltende Vektor, der in Pflanzen- 
zellen ubertragbar ist und der eine Selektion der 
transformierten Zellen erlaubt, ist fur die Verwen- 
15 dung im Rahmen dieser Erfindung geeignet 

Jeder Vektor mit einer vir-Region, der den Trans- 
fer einer T-DNA-Region von Agrobacterium auf 
Pflanzenzellen bewirkt, kann im Rahmen dieser 
Erfindung verwendet werden. 
20 Eine weitere Ausfuhrungsform im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren, wel- 
ches die Vorteile einer Virus-vermittelten Transfor- 
mation und der Transformation mit Hilfe von Agro- 
bacterium verbindet. Dieses Verfahren ist in der 
25 Europaischen Patentanmeldung Nr. 201 904 be- 
schrieben. Dabei wird viraie DNA oder Telle vlraler 
DNA, die gegebenenfalls Cargo-DNA eingebaut 
enthalten konnen, in der Weise in ein T-Replikon 
integriert, dass ein Einbau der viralen DNA im 
30 Pflanzengenom erfolgt. 

Der Einbau der viralen DNA ins T-Replikon erfolgt 
zweckmassigerweise im Bereich der Transfer-DNA- 
Region des T-Replikon, sudass die viraie DNA von 
mindestens einer der T-DNA Grenzsequenzen flan- 
35 kiert wird, die fQr die Integration der Transfer-DNA 
ins pflanzliche Genom essentiell sind. 

Auch in diesem Fall kann die Uebertragung der 
T-DNA-Region von Agrobacterium in eine Pflanzen- 
zelle unter Verwendung eines binaren Vektor-Sy- 
40 stems erfolgen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen der vorliegen- 
den Erfindung ist eine hybride genetische Konstruk- 
tion, welche die komplette CaMV 35S Enhancer/Pro- 
moter-Region, die Leadersequenz, den Leserahmen 
45 ORF VII, die kleine intergenomische Region, 16 
Kodons des Leserahmens ORF I, 17 Kodons von 
Linker- und Spacersequenzen, die fur ein Schutzfak- 

f^mnn i/nHloronHo Qoninn <3nftn«r_<ioriHP>n7prv eipe 
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CaMV Polyadenytierungsstelle sowie Sequenzen 

50 des Plasmids pUC18 (Norrander J et al , Gene 26: 
101 - 106, 1983) enthalt. 

Besagte hybride gentische Konstruktion kommt 
zustande durch Verknupfen eines Eco RV/Eco Rl 
Fragements des CaMV-Stammes CM4.184 (Dixon L 

55 et al , Virology, 150 : 463 - 468, 1986) welches die 35 
S-Promoter-Region, die Leadersequenz, den Leser- 
ahmen ORF VII, die kleine intergenomische Region 
sowie die ersten 16 Kodons des Leserahmens ORF I 
umfasst, mit dem grossen Sma l/Eco RV Fragment 

60 des Plasmids pDH51 (Pietrzak M et al , Nucl. Acids 
Res., 14: 5857 - 5868, t986). 

Ein fQr ein Schutzfaktorgen kodierendes DNA- 
Fragment kann dann mit Hilfe an sich bekannter 
Methoden in die Poiylinker-Region des resultieren- 

65 den Plasmids eingespleisst werden unter Bildung 
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der oben naher charakterisierten hybrlden geneti- 
schen Konstruktion. 

Eine weitere im Rahmen dieser Erflndung bevor- 
zugte genetische Konstruktion verwendet ein DNA 
Fragment, welches den 19 S Promotor des Cauliflo- 
wer Mosaik Virus enthaft. 

Dieses DNA-Fragment wlrd zusammen mit dem 
CaMV Transkriptionsterminator kloniert. In das re- 
sultierende Plasmid wird zwischen diese regulatori- 
schen CaMV-Sequenzen der Leseraster eines 
Strukturgens, vorzugsweise eines fur elnen Schutz- 
faktor kodierenden Strukturgens, auf eine Weise 
eingefugt, dass die Translation besagten Struktur- 
gens direkt am Startkodon des Gen VI Proteins 
beginnt. 

Urn dies zu erreichen fGhrt man vorteilhafterweise 
eine Deletionsmutagenese mit Hiife eines Oligonu- 
kleotids durch. 

Dabei geht man von Einzelstrang DNA aus die den 
entsprechenden Teil des CaMV Genoms umfasst 
und die mit Hilfe von M13 Helfer-Phagen hergestellt 
werden kann. 

Die resultierende zirkulSre Einstrang-DNA kann 
dann als Substrat fur die in vitro Deletion unter 
Verwendung von Oligonucleotiden verwendet wer- 
den. 

In analoger Weise zu der zuvor beschriebenen 
Konstruktion von in Pflanzen aktiven Expressions- 
vektoren unter Verwendung der CaMV-Kontrollsy- 
steme, kann das fur Strang-positive ( + ) RNA-Viren 
charakteristische und zuvor am Beispiel des BMV- 
Virus beschriebene Kontrollsystem fur die Vektor- 
konstruktion verwendet werden. 

Wie bereits zuvor erwShnt erfoigt bei Strang-posi- 
tiven ( + ) RNA-Viren die Herstellung subgenom- 
ischer mRNA ausgehend von minus(-)Strang RNA. 
Im BMV-System wird die Produktion einer subge- 
nomischen RNA 4, die fur ein HQIIprotein kodiert, 
vermutlich durch eine partielle Transkription der 
minus(-)Strang RNA 3 initiert, unter Beteiligung 
viruseigener Replikasen. 

Durch die Herstellung und Klonierung komple- 
mentarer cDNA. ist es moglich, die zuvor im 
einzelnen besprochenen rekombinanten DNA-Tech- 
niken auch fur eine genetische Manipulation von 
RNA-Viren einzusetzen. 

In analoger Weise z u dem zuvor hefinrpchonen 
CaMV-System kann daher auch im Falle Strang-po- 
sitiver ( + ) RNA-Viren ein Austausch der fur ein 
virales Protein kodierenden Abschnitte (im Falle von 
BMV der fur das HQIIprotein kodierende Abschnitt 
auf der RNA 3) mit einem Schutzfaktorgen vorge- 
nommen werden. 

Man kann dann diese hybride Genkonstruktion so 
zwischen in pflanzlichen Zellen aktiven Expressions- 
signalen einspieissen, dass neben dem Schutzfak- 
torgen auch die das ursprunglich vorhandene virale 
Gen kontrollierenden Abschnitte in funktionsfahiger 
Form erhalten bleiben. 

Beim BMV sind dies die stromaufwarts des ORF des 
ursprunglich vorhandenen Hulfproteingens gelege- 
nen DNA-Abschnitte (French et al.. Science 231* 

1294-1297, 1986). : " 

Pflanzenzellen oder Pflanzen, die gemass der 
vorliegenden Erfindung transformiert worden sind. 
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konnen mit Hilfe eines geeigneten phanotypischen 
Markers, der neben dem Schutzfaktor-Gen und den 
virusspezifischen Kontrollsequenzen Bestandteil 
der DNA ist. selektioniert werden. Beispiele solcher 
5 phanotypischer Marker, die aber nicht als limitierend 
aufzufassen sind, beinhalten Antibiotikaresistenz- 
Marker, wie beispielsweise Kanamycinresistenz- 
und Hygromycinresistenz-Gene, oder Herbizidresi- 
stenz-Marker. Andere phanotypische Marker sind 
10 dem Fachmann bekannt und konnen ebenfalls im 
Rahmen dieser Erfindung verwendet werden. 

Alle Pflanzen, deren Zellen sich durch direkte 
Einschleusung von DNA durch Verwendung viraier 
oder bakterieller Vektoren, wie z.B. CaMV oder 
15 Agrobacterium oder anderer geeigneter Vektoren 
transformieren lassen und anschliessend zu voll- 
standigen Pflanzen regenerierbar sind, konnen dem 
erfindungsgemassen Verfahren zur Herstellung 
transgener ganzer Pflanzen, die das ubertragene 
20 Schutzfaktor-Gen enthalten, unterzogen werden. Es 
existiert eine standig wachsende Anzahl von Hinwei- 
sen, die darauf schliessen lassen, dass sich im 
Prinzip alle Pflanzen aus kultivierten Zellen oder 
Geweben regenieren lassen, einschliesslich, aber 
25 nicht beschrankt auf. alle wichtige Getreidearten, 
Zuckerrohr, Zuckerruben, Baumwolle, Obstbaumen 
und anderer Baumarten, Leguminosen sowie Gemu- 
sen. 

Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich fur 
30 die Transformation aller Pflanzen, insbesondere 
solchen der systematischen Gruppen Angiosper- 
mae und Gymnospermae . 

Unter den Gymnospermae sind von besonderem 
Interesse die Pflanzen der Klasse Coniferae . 
35 Unter den Angiospermae sind neben den Laub- 
baumen und Strauchern von besonderem Interesse 
Pflanzen der Familien Solanaceae . Cruciferae , Com- 
positae , Liliaceae , Vitaceae , Chenopodiaceae . Ruta- 
ceae, Alliaceae , Amaryllidaceae . Asparagaceae , Or- 
40 chidaceae , Paimae , Bromeliaceae . Rubiaceae , The? 
ceae, Musaceae oder Gramineae und der Ordnung 
Leguminosae und hier vor allem der Famiiie Papilio- 
naceae . Bevorzugt sind Vertreter der Solanaceae . 
Crufiferae , Leguminosae und Gramineae . 
45 Zu den Zielkulturen im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung zahlen beispielsweise auch jene, ausae- 



au3-d5r-Reihe:- Ffayaria"Lotus~Medicad^ 
Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Viqna, Citrus, Li- 
num, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis. 
50 Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, 
Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Sola- 
num t Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium. Helian- 
thus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum. 
Hemerocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum. Pen- 
55 nisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucu- 
mis, Browallia, Glycine, Gossypium, Loiium, Zea, 
Triticum und Sorghum , einschliesslich derjenigen, 
ausgewahlt aus der Reihe: Ipomoea, Passiflora, 
Cyclamen, Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Populus. 
60 Santalum. Allium, Ulium, Narcissus, Ananas, Ara- 
chis, Phaseolus und Pisum . 

Diese beispielhafte Aufzahlung dient lediglich der 
naheren lllustrierung der vorliegenden Erfindung 
und darf nicht als Limitierung des Erfindungsgegen- 
65 standes aufgefasst werden. 
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Durch Anwendung neu entwickelter Transforma- 
tionstechniken lassen sich mittlerweile in vitro auch 
solche Pflanzenspezies transformleren, die keine 
naturlichen Wirtspflanzen fur Agrobacterium sind. 
So slnd beispielsweise monokotyle Pflanzen, Insbe- 
sondere die Getreidearten und Graser, keine naturii- 
chen Wirte fQr Agrobacterium . 

Es gibt in der Zwischenzeit vermehrt Hinweise 
darauf, dass sich auch Monokotyledonen mit Agro- 
bacterium transformieren lassen, so dass unter 
Verwendung von neuen experimented Ansatzen, 
die Jetzt verfugbar werden, auch Qetreide und 
Graser-Spezies einer Transformation zuganglich 
sind [Grimsley N, et al. , Nature, 325 : 177-179 (1987)]. 

Die Regeneration von in Kultur gehaltenen Proto- 
plasten zu ganzen Pflanzen ist bei Evans, et al. , 
"Protoplast Isolation and Culture", in Handbook of 
Plant Cell Culture, 1 : 124-176 (MacMillan Publishing 
Co. New York 1983); MR Davey, "Recent Develop- 
ments In the Culture and Regeneration of Plant 
Protoplasts 0 , Protoplasts , 1983 -Lecture Procee- 
dings, Seite 19-29, (Birkhauser, Basel 1983); PJ 
Dale, "Protoplast Culture and Plant Regeneration of 
Cereals and Other Recalcitrant Crops", in Proto- 
plasts 1983- Lecture Proceedings, Seite 31-41, 
(Birkhauser, Basel 1983); und H Binding, "Regenera- 
tion of Plants", in Plant Protoplasts . Seite 21-37, 
(CRC Press, Boca Raton 1985) beschrieben. 

Die Regeneration unterscheidet sich von Pflan- 
zenspezies zu Pflanzenspezies. Im aligemeinen aber 
wird zun&chst eine Suspension von transformierten 
Protoplasten, Zellen oder von Gewebe, die zahlrei- 
che Kopien der Schutzfaktor-Gene enthalten, herge- 
stellt. Ausgehend von diesen Suspenslonen kann 
anschliessend die Induktlon der Embryobildung 
erfolgen. Man lasst die Entwicklung der Embryonen 
bis zum Stadium der Reife und Keimurig fortschrei- 
ten, wie dies auch bei naturlicherweise vorkommen- 
den Embryonen der Fall ist. Die Kulturmedien 
enthalten in der Regel verschiedene Aminosauren 
und Hormone, wie z.B. Auxin und Cytokinine. Es 
erweist sich ebenfalls als vorteiihaft, dem Medium 
Glutaminsaure und Prolin zuzugeben, insbesondere 
bei Spezies wie Mais und Alfalfa. Die Spross- und 
Wurzelbindung erfolgt im aligemeinen simultan. Eine 
effiziente Regeneration h&ngt In erster Linie vom 
Medium, vom Genotyp und von der Vorgeschichte 

_ der Kultur ab. Werden diese dre i Variablen hlnrel- 

chend kontrolliert, dann ist die Regeneration voll- 
standig reproduzier- und wiederholbar. 

Aufgrund neuer Enwicklungen auf dem Gebiet der 
in vitro Kultivierung von Pflanzen, vornehmlich im 
Bereich der Pflanzenregeneratlon, ist es inzwischen - 
moglich, auch bei Vertretern aus der Familie der 
Gramineae , ausgehend von pflanziichen Protopla- 
sten, ganze Pflanzen zu regenerieren, Beispiele von 
erfolgreich durchgef Qhrten Regenerationsexperi- 
menten bei Gramineen sind u.a. bei Abdullah, R et 
ah, Bio/Technology t 4 ; 1087-1090, 1986, Fujimura, 
et al. , Plant Tissue Culture Lett. 2 :74-75. 1985, 
Toriyama, K., et al M T heor Appi Genet, 73 : 16-19, 
1986, Yamada, Y. f et al. , Plant Cell Rep. 5 :85-88. 1986 
(Reis) sowie bei Rhodes et al. fur Maisprotoplasten 
( Biotechnology, 6 : 56-69, 1988) beschrieben. 
Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfin- 



dung sind daher auch Vertreter aus der Familie der 
Gramineae , wie z.B. Pflanzen, die grossflachig 
angebaut werden und hohe Ernteertrage liefern. Als 
Beispiele seien genannt: Mais, Reis, Weizen, Gerste, 
5 Roggen, Hafer, Hlrse oder Sorghum sowie Weide- 
graser. 

Weitere Zielkulturen, die besonders bevorzugt 
sind fur die Verwendung in dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren, sind daher beispielsweise Pflanzen 
10 der Gattungen Allium , Avena , Hordeum , Oryza, 
Panicum , Saccharum , Secale , Setaria , Sorghum , 
Tntjcum, Zga, Musa, Cocos, Phoenix und Elaeis . 

Die reifen Pflanzen, die aus transformierten Pflan- 
zenzellen herangezogen wurden, werden zur Sa- 
15 menproduktion mit sich selbst gekreuzt. Einige der 
Samen enthalten die Gene, die fur eine gesteigerte 
Schutzwirkung verantwortlich sind in einem Verhalt- 
nis, das genau den etablierten Gesetzen der Verer- 
bung gehorcht. Diese Samen konnen zur Produktion 
20 virusresistenter Pflanzen verwendet werden. Der 
Grad der erreichten Virusresistenz der transformier- 
ten Pflanzen lasst sich durch kunstliche Infektion mit 
pathogenen Virusst&mmen bestimmen. 
Homozygote Unien kdnnen durch wiederhotte 
25 Selbstfertilisation und Herstellung von Inzuchtlinien 
gewonnen werden. Diese Inzuchtlinien konnen dann 
wiederum zur Entwicklung von virusresistenten 
Hybriden verwendet werden. Bei diesem Verfahren 
wird eine virusresistente Inzuchtlinie mit einer 
30 anderen Inzuchtlinie zur Produktion virusresistenter 
Hybride gekreuzt. 

Telle, die von regenerierten Pflanzen erhalten 
werden konnen, wie z.B. Bluten, Samen, Blatter, 
Zweige, Frflchte u.a. sind ebenfalls Bestandteil der 
35 vorliegenden Erfindung, sofern diese Teile virusresi- 
stente Zellen beinhalten. Nachkommen (einschliess- 
lich hybrider Nachkommen), Varietaten und Mutan- 
ten der regenerierten Pflanzen sind ebenfalls Be- 
standtell dieser Erfindung. 
40 Zur Illustration der eher aligemeinen Beschrei- 
bung sowie zum besseren Verstandnis der vorlie- 
genden Erfindung soli nunmehr auf spezifische 
Ausfuhrungsbelspiele Bezug genommen werden, 
die keinen llmltlerenden Charakter haben, es sei 
45 denn, es wird speziell darauf hingewiesen. 

Nichtlimitierende Ausf Qhrungsbeispiele : 



60 Allgemeine rekombinante DNA-Techniken 

Da viele der in dieser Erfindung genutzten rekom- 
binanten DNA-Techniken Routine fQr den Fachmann 
sind, ist eher hier eine kurze Beschreibung dieser 
55 allgemein gebrauchten Techniken enthalten als 
jedesmai dort, wo sle erscheinen. Bis darauf, wo 
extra darauf hingewiesen wird, sind aJle diese 
Verfahren in der Referenz von Maniatls et al. (1982) 
beschrieben. 

60 

A. Schneiden mit Restriktionsendonukleasen 

Typischerweise sind etwa 50 bis 500 u.g/mi DNA in 
dem Reaktionsansatz enthalten, in der vom Herstel- 
65 ler, New England Biolabs, Beverly, MA., empfohle- 
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nen Pufferlosung. 2 bis 5 Einhelten von Restriktions- 
enclonukleasen werden fQr jedes jig DNA hinzuge- 
fOgt und der Reaktionsansatz bei der vom Hersteller 
empfohlenen Temperatur fur eine bis drei Stunden 
inkubiert. Die Reaktion wird durch 10 minutiges 
Erhitzen auf 65°C Oder durch Extraktion mit Phenol, 
gefolgt durch Prazipitation der DNA mit Ethanol, 
beendet. Diese Technik wird auch auf den Seiten 104 
bis 106 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

B. Behandlung der DNA mit Polymerase, urn glatte 
Enden zu erzeugen 

50 bis 500 jig/ml DNA-Fragmente werden zu 
einem Reaktionsansatz hinzugefOgt, in dem vom 
Hersteller, New England Biolabs, empfohlenen Puf- 
fer. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier Desoxynu- 
kleotidtriphosphate in Konzentrationen von 0.2 mM. 
Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 15° C 
und wird dann durch 10 minutiges Erhitzen auf 65° C 
beendet. Fur Fragmente, die durch Schneiden mit 
Restriktionsendonukleasen erhalten werden, welche 
S'-hervortretende Enden erzeugen, wie EcoRI und 
BamHi, wird das grosse Fragment, Oder Klenow- 
Fragment, der DNA-Polymerase benutzt. Fur Frag- 
mente, die durch Endonukleasen erhalten werden, 
welche 3'-hervortretende Enden erzeugen, wie Pst! 
und Sacl, wird die T4-DNA-Polymerase benutzt. Die 
Verwendung dieser zwei Enzyme wird auf den Seiten 
113 bis 121 der Maniatis et al.-Referenz beschrie- 
ben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von 
DNA-Fragmenten von Gelen 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in einem 
horizontalen Apparat durchgefuhrt, wie auf den 
Seiten 150 bis 163 der Maniatis et al.-Referenz 
beschrieben. Der benutzte Puffer ist der dort 
beschriebene Tris-Boratpuffer. Die DNA-Fragmente 
werden durch 0.5 \ig/m\ Ethidiumbromid gefarbt, 
das entweder im Gel oder Tankpuffer wahrend der 
Elektrophorese vorhanden ist oder nach der Elektro- 
phorese hinzugefOgt wird. Die DNA wird durch 
Beleuchtung mit langwelligem Ultraviolettlicht sicht- 
bar gemacht. Wenn die Fragmente nicht vom Gel 
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wendet, die bei niedriger Temperatur geliert und von 
Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, bezogen 
werden kann. Nach der Elektrophorese wird das 
gewunschte Fragment ausgeschnitten, in ein Plasti- 
krohrchen gegeben, etwa 15 Minuten auf 65° C 
erhitzt, dreimal mit Phenol extrahiert und zweimal 
mit Ethanol gefallt. Dieses Verfahren ist gegenuber 
dem von Maniatis et ai. auf Selte 170 beschriebenen 
leicht verandert. Als Alternative kann die DNA aus 
der Agarose mit Hiife des Geneclean Kits (Bio 101 
Inc.. La Joila, CA, USA) isoliert werden. 

D. Hinzufugen von synthetischen Linkerfragmenten 
an DNA-Enden 

Wenn es erwunscht ist, eine neue Endonuklease- 
schnittstelle an das Ende eines DNA-Molekuls 
anzufiigen, wird das Molekul gegebenenfalis zuerst 



mit DNA-Polymerase behandelt, urn glatte Enden zu 
erzeugen, wie im obigen Abschnitt beschrieben. 
Etwa 0.1 bis 1.0 \xq dieses Fragments wird zu etwa 
10 ng phosphorylierter Unker-DNA gegeben, die von 
5 New England Biolabs bezogen wurde, in einem 
Volumen von 20 bis 3 \x\ mit 2 p.I T4 DNA-Ligase von 
New England Biolabs, und 1mM ATP in dem vom 
Hersteller empfohlenen Puffer. Nach einer Inkuba- 
tion uber Nacht bei 15°C wird die Reaktion durch 10 

10 minutiges Erhitzen auf 65° C beendet. Der Reak- 
tionsansatz wird auf etwa 100 *il in einem Puffer 
verdunnt, der richtig fur die Restriktionsendonuklea- 
se ist die die synthetische Linkersequenz schnei- 
det. Ungefahr 50 bis 200 Einheiten dieser Endonu- 

15 klease werden hinzugefOgt. Die Mischung wird 2 
bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur 
inkubiert, dann wird das Fragment einer Agarose- 
Gelelektrophorese unterworfen und gereinigt wie 
oben beschrieben. Das resultierende Fragment wird 

20 nun Enden haben mit Endigungen, welche durch 
Schneiden mit der Restriktionsendonuklease er- 
zeugt wurden. Diese Enden sind gewohnlich koha- 
siv, so dass das resultierende Fragment nun leicht 
an andere Fragmente mit den gleichen kohasiven 

25 Enden geknupft werden kann. 

E. Entfemen von 5'-terminalen Phosphaten von 
DNA-Fragmenten 

30 Wahrend der Plasmidklonierungschritte vermin- 
dert die Behandlung des Vektorplasmids mit 
Phosphatase die Rezirkularisation des Vektors (dis- 
kutiert auf Seite 13 der Maniatis et al.-Referenz). 
Nach Schneiden der DNA mit der richtigen Restrik- 

35 tionsendonuklease wird eine Einheit alkalische 
Phosphatase aus dem Darm von Kfilbern hinzuge- 
fOgt, die von Boehringer-Mannheim, Mannheim, 
erworben wurde. Die DNA wird eine Stunde bei 37° 
inkubiert und anschliessend zweimal mit Phenol 

40 extrahiert und mit Ethanol gefallt. 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente 

Wenn Fragmente mit kompiementaren kohasiven 
45 Enden miteinander verknupft werden soflen, werden 
etwa 100 ng von jedem Fragment in einem Reak- 
tiori5gemiscu-von"2G"biS"4G"iiiTniieiwa"G;2"^ 
T4 DNA-Ligase von New England Bioiabs im vom 
Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkuba- 
50 tion wird 1 bis 20 Stunden lang bei 15°C durchge- 
fuhrt. Wenn DNA-Fragmente mit glatten Enden 
verknupft werden sollen, werden sie inkubiert wie 
oben, bis darauf, dass die Menge der 74 DNA-Ligase 
auf 2 bis 4 Einheiten erhoht wird. 

55 

G. Die Transformation von DNA in E. coli 

E. coli Stamm HB101 wird fur- die meisten 
Experimente verwendet. DNA wird mit dem Kalzium- 
60 chloridverfahren, wie es von Maniatis et al. , Seiten 
250 bis 251 , beschrieben wurde, in E. coli eingefuhrt. 

H. Screening von E. coli auf Plasmide 

65 Nach der Transformation werden die resultieren- 
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den Kolonien von E. coli auf das Vorhandensein des 
gewunschten Plasmids durch ein schnelles Plasmi- 
disolationsverfahren gepruft. Zwel gebrauchliche 
Verfahren werden auf den Selten 366 bis 369 der 
Maniatis et aL- Referenz beschrleben. 

I. Isolierung von Plasmid-DNA in grossem Massstab 

Verfahren zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli 
in grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 
94 der Maniatis et ai. -Referenz beschrleben. 

J. Klonlerung in M13 Phagenvektoren 

Die folgende Beschreibung ist so zu verstehen, 
dass die doppelstrSnglge replikative Form der Phage 
M13-Abkdmmlinge fur Routineverfahren, wie 
Schneiden mit Restriktionsendonuklease, VerknOp- 
fen etc., benutzt wird. 

Beisplel 1 : Transaktivlerung eines CAT-Gens In 
Tabak-Protoplasten 



1.1. Konstruktion des Plasmids pHS1 

Das EcoRV/EcoRI Fragment des CaMV Stammes 
CM4.184 (Dixon L et al , Virology, 150 : 463-486, 
1986), welches die 35S-Promotor-Region t die Lea- 
dersequenz, den Leserahmen ORF VII, die kleine 
Intergenomische Region sowie die ersten 16 Ko- 
dons des Leserahmens ORF I umfasst, wird aus 
einem Polyacrylamid-Gel heraus isoliert und an- 
schliessend zur Erganzung der EcoRI kohesiven 
Enden mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polyme- 
rase (abgekurzt "Klenow") behandelt. 

Dieses EcoRV/EcoRI Fragment wird mit dem 
grossen Smal/EcoRV Fragment des Plasmids 
pDH51, das bei Pietrzak et al , 1986 (Pietrzak M et al , 
Nucl. Acids Res, 14 : 5857 - 5868, 1986) beschrleben 
ist, verknQpft (Abb. 1A). Dieses Konstrukt wird in 
dem E. coli Stamm DH1 kloniert. Anschliessend 
werden mit Hilfe der Restriktionsanalyse diejenigen 
Transformanten ermittelt, bei denen die EcoRV 
Restriktionsstelle wiederhergestelit ist, wahrend die 
Smal-Stelle fehlt und welche Restriktionsfragmente 
mit einer entsprechenden Grdsse aufweisen 



Das resultierende Plasmid wird dann im Bereich 
der Polylinker-Region mit Xbal geschnitten und die 
kohesiven Enden werden mrt Hilfe der "Klenow" 
erganzt. Ein Hind Ill-Fragment, welches die kodie- 
rende Region der bakteriellen Chloramphenicol- 
transacetylase (CAT) tragt (Alton NK et Vapnek D, 
Nature, 282 : 864-869, 1979) wird isoliert und die 
kohesiven Enden werden mit "Klenow* aufgefullt. 

Die erganzten Hind III und Zbal-Fragmente wer- 
den anschliessend miteinander verknQpft und fur die 
Transformation des E. coli Stammes DH1 verwendet. 
Die resuitierenden Transformanten, die eine wieder- 
hergestellte Xbal-Restrlktionsstelle besitzen sowie 
die richtige Orientierung des Insert aufweisen, 
werden ausgewahlt. Die geeignete genetische Kon- 
struktion besitzt demnach die komplette CaMV 35S 
Enhancer-Promoter-Region, die Leadersequenz, 



den Leserahmen ORF VII, die kFeine intergenom- 
ische Region, 16 Kodons des Leserahmens ORF I, 
17 Kodons von Linker- und Spacersequenzen, die 
kodierende Region des bakteriellen CAT Gens, 

5 Spacersequenzen, eine CaMV Polyadenylierungs- 
stelle sowie Sequenzen des Plasmids pUC18 (Norr- 
ander J et al , Gene 26: 101 - 106, 1983). 

Die ORF I, Spacer- und CAT-Kodons bilden 
zusammen elnen fusionierten Leserahmen. Das 

10 resultierende Plasmid verleiht transformierten Pflan- 
zenprotoplasten eine CAT-Aktlvitat, die bei 
10 o/o - 20 o/o Hegt im Vergleich zum Kontrollplasmid 
pDW2 {Pietrzak et al , 1986, supra ). 

15 1.2. Transformation von Tabak-Protopiasten 

Tabakprotoplasten von Nicotiana tabacum c.v. 
Petite Havana werden nach herkommlichen Verfah- 
ren ausgehend von einer Tabak-Suspensionskultur 

20 hergestellt (Potrykus I und Shillito RD, Methods in 
Enzymology, Vol 118 , Plant Molecular Biology, eds. 
A. und H„ Weissbach, Academic Press, Orlando, 
1986) vollstandig entfaltete Blatter von 6 Wochen 
alten Spross-Kulturen werden unter sterilen Bedin- 

25 gungen entfemt und mit efner Enzym-Losung der 
folgenden Zusammensetzung grQndiich benetzt. 

Enzymlosung: 
HaO 70 ml 
30 Sucrose 13 g 

Macerozyme R 10 1 g 
Cellulase 2 g 

'Onozuka* R 10 (Yakult Co. Ltd., Japan) 
Drlsellase (Chemische Fabrik Schweizerhalle, 
35 Schwelz) 0.13 g 

2(n-Morpholin)-ethansulfonsaure (MES) 0.5 ml 
pH 6.0 

Man zerschneidet Blatter anschliessend in 1-2 
cm grosse Quadrate und lasst sie auf der oben 

40 genannten EnzymlSsung aufschwimmen. Die Inku- 
bation erfolgt uber Nacht bei einer Temperatur von 
26° C im Dunkeln. Dieser Ansatz wird anschliessend 
leicht gerOhrt und ftir weltere 30 mln bis zur 
vollstandigen Verdauung inkubiert 

45 Diese Suspension wird dann durch ein Stahlsieb 
mit einer Maschenweite von 100 fim filtriert, mit 0.6 
M Sucrose (MES, pH 5.6) durchgespult und an- 



schiiessend'10 Minuten beR000^5000 rpm zentrifu- 
giert. Die Protoplasten sammeln sich auf der 

50 Oberflache des Mediums, das dann unter den 
Protoplasten abgezogen wird, z.B. unter Verwen- 
dung einer sterilisierten Injektionsspritze. 

Die Protoplasten werden in einem K3A Medium 
[Sucrose (102,96 g/l; Xylose (0.25 g/l); 2.4 D (0.10 

55 mg/i); NAA (1.00 mg/l); BAP (0.20 mg/l); PH 5.8] 
resuspendiert, das 0.4 M Sucrose enthalt. 

Die Protoplasten werden anschliessend durch 
Flotation der Protoplasten und Entfernen des Me- 
diums in der zuvor beschriebenen Weise gewaschen 

60 (3x). 

Die Transformation der Protoplasten mit Plasmid- 
DNA erfolgt mit Hilfe des direkten Gentransfers 
(Paszkowski J et al , EMBO J., 3: 2717 - 2722, 1984) 
unter Verwendung der Elektroporationstechnik 
65 (Fromm M et al , Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 82: 
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5824 - 5829, 1985). 

Die Elektroporation der Tabakprotoplasten wird in 
einer mit Aluminiumfolie ausgelegten Wegwerf-Halb- 
microkuvette (Greiner, Nurnberg) durchgefQhrt. 

In besagter Kuvette werden die Tabakprotopla- 
sten in elner Populationsdichte von 2 x 10 6 Protopla- 
sten/ml in 0.7 ml Elektroporationspuffer (Fromm et 
al, 1985, supra ) derfolgendenZusammensetzng: 

Endkonzentratron 
10 mM Hepes pH 7.2 
-150 mM NaCI 
-5 mM CaCl2 
-0.2 M mannftol 

zusammen mit 15 \ig Plasmld-DNA unter sterilen 
Bedingungen inkubiert. 

Die Elektroporation der Protoplasten erfolgt durch 
Entladung einer Kapazitat von 820 jiF, die zuvor bei 
220 V aufgeladen wurde (Fromm et al , 1985, supra ). 

Nach einer Inkubationszeit von 10 min. bei 4°C 
und einer anschliessenden Inkubation fur weitere 10 
min bei Zimmertemperatur, werden die behandelten 
Protoplasten mit 10 ml AA Medium der foigenden 
Zusammensetzung verdunnt: 

AA-Medium fur 1 i 
-37 g/l MgSCU 10 ml 
-17 g/l KH2PO4 20 ml 
-44 g/l CaCI 2 10 ml 
-KC! 2.95 g 
-( 1 MS) EDTA 5 ml 
-(MS) FeCI 3 5 ml 

-(MS or NT) Mikroelemente 1 ml 
-1000x Vitamine (siehe unten) 1 ml 
-100x Aminosauren (siehe unten) 10 ml 

-100x Mikrozucker (siehe unten) 10 ml 
-Sorbitol 63 g 

-22,4-D, 20 mg/100 ml 5 ml 
-Kinetin, 20 mg/100 ml 1 ml 
- 3 GA3, 20 mg/100 ml 0.5 ml 

-pH 5.8-6 (NaOH). 

osmotischer Druck 530-570 mOs 



1000x vitamine (100 ml): 
-Inositol 2 g 
-Nicotinsaure 50 mg 
-Thiamin 40 mg 
-Pyridoxin 10 mg 
-MES 1 M pH 7 1 ml 
Auffullen mit H2O auf 100 ml 



-pH ca. 6, 

Auffullen mit H2O auf 500 ml 

5 

100x Mikrozucker-Mix: 

-Xylose 1.5 g 

-Arabinose 1.5 g 

-Glukose 1.8 g 
10 -Inositol 0.8 g 

Auffullen mit H2O auf 100 ml 
Die verschiedenen Losungen werden durch Auto- 

klavieren (Aminosaure-Mix) oder durch Filtersterili- 

sation sterilisiert. 
15 Es folgt eine 2-tagige Inkubation der Protoplasten 

bei 28° C im Dunkeln. Die Zellen werden dann 

entsprechend der bei Fromm et al , 1985, supra 

beschriebenen Methode unter Verwendung von 

Ultraschall lysiert und extrahiert. 

20 

1.3. CAT-Assay 

Der so gewonnene Extrakt wird anschliessend 
mittels Dunnschrchtchromatographie auf seine Fa- 
25 higkeit zu Acetylierung von radioaktivem Chloramp- 
henicol hin untersucht (CAT-Aktivitat, Gormann M et 
al, Mol. Cell. Biol., 2: 1044-1051, 1982). 

1.4. ERGEBNISSE: 

30 

Die Ergebnisse des CAT-Assays machen deutlich, 
dass in den mit dem Plasmid pDW2 behandelten 
Protoplasten radioaktiv markiertes Acetylchloramp- 
henicol im Chromatogramm nachweisbar ist, d.h. 
35 dass die Protoplasten eine CAT-Aktivitat beinhalten. 
In mit dem Plasmid pHS1 behandelten Zellen liess 
sich dagegen keine entsprechende Aktivitat nach- 
weisen. 

Wird die Elektroporationsmischung, enthaltend 
40 Tabak-Protoplasten und das Plasmid pHSl, zusatz- 
lich mit 15 jig CaMV DNA versetzt, dann zeigen auch 
die pHS1 behandelten Zellen CAT Aktivitat. 

Auf gleiche Weise durchgefuhrte Kontrollexperi- 
mente unter Verwendung von Kalbsthymus DNA 
45 erbrachten dagegen negative Resultate (keine CAT- 
Aktivitat). 

nioefi„Prnohniceo -vain an rlamit ninWai itirt M*±*>r+ 

eine Expression in der Position des CAT- Lese ra- 
sters im Piasmid pHS1 nur in Anwesenheit von 
50 Virus-DNA erfolgt und dass somit eine Induktion der 
CAT-Aktivitat durch Verwendung von Virus-DNA 
moglich ist. 

Anstelle des CAT-Gens im Plasmid pHS1 kann 
jedes beliebige im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
55 dung geeignete Gen, wie beispielsweise ein Schutz- 
faktorgen, eingesetzt werden. 

Beispiel 2: Transaktivierung eines CAT-Gens in 
Brassica napus-Pflanzen 



2.1. Konstruktion des Plasmids pCIB 200 

TJS75kan wird durch Verdauen des Plasmids 
pTJS75 (Schmidhauser und Heiinski, J. Bacterid., 



100x Aminosaure Mix: 

-Glutaminsaure 43.8 g 

-Asparagin 13.3 g $0 
-Arginin-HCI 8.7 g 
-Glycin 0.375 g 

1 MS - Murashtge and Shook Medium (Murashige T and Skoog F, 

ghysiol Plant. 15: 473. 1962) 

* za-u z,4-Dichlorphenoxiessigsaure 

3 GA3 Gibberellinsaure 00 
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164 : 446-465, 1985) mit dem Restriktionsenzym Narl 
zur Qewinnung des Tetracyclinresistenzgens und 
anschliessende Insertion eines Accl Fragmentes 
von pUC4K (Vierra und Messing, Gene, 19 : 259-268, 
1982), das das Nptl-Gen tragt, hergestellt. pCIB200 5 
entsteht dann durch VerknQpfen von Xhol-Llnkern 
mit dem EcoRV-Fragment von pCIB7 [dieses Frag- 
ment enthalt die linke und rechte T-DNA Grenzse- 
quenz, ein chimares nos/nptll Gen sowie die pUC 
Polylinkerregion (Rothstein SJ et al. , Gene, 53 : w 
153-161, 1987)] und Klonierung des Xhol verdauten 
Fragmentes in die Sail Schnittstelle von TJS75kan. 

2.2, Herstellung des kolntegrierten Vektors 
PCJB200/HS1 15 

Das Plasmid pClB200, dessen Konstruktion in 
Befspiel 2.1 beschrieben ist und Plasmid pHS1 aus 
Beispiel 1.1 werden afs Ausgangsmaterial fur die 
Herstellung des kolntegrierten Vektors 2Q 
pCIB200/HS1 verwendet. 

Beide Elternplasmide werden zunachst mit dem 
Restriktionsenzym Kpnl geschnitten, miteinander in 
einem der Gblicherweise verwendeten In kubat ions- 
puffer gemischt und anschliessend unter Zugabe 25 
geeigneter Enzyme (Ligasen) miteinander verknupft. 

Anschliessend werden E. colt HB101-Zellen mit 
diesem Gemisch nach der bei Maniatis et al., 1982 
beschriebenen Methode (vgl. Maniatis et al. , Seiten 
250-251) transformiert und Ampicillin/Kanamycin 30 
resistent E. coli Kolonien selekioniert. 

Resistente Kolonien werden mit Hilfe einer Re- 
striktlonsanalyse auf Anwesenheit des gewunschten 
kolntegrierten Plasmids pCIB200/HS1 hln uberpruft, 
indem man dieses durch Kpnl wieder in die linearen 35 
Formen der Elternplasmide zerlegt. 

2.3. Ueberfuhren des kolntegrierten Vektors 
pCIB200/HS1 In Agrobacterium tumefaciens durch 
"triparental mating": 40 

Als Ausgangsmaterial (Eltern) fQr das "triparental 
mating" verwendet man E. coli HB101 (pRK2013) 
[beschrieben bei Tepfer und Casse-Delbart, Micro- 
biol. ScL, 4: 24, 1987], E. coli HB101 (pCIB200/HS1), 45 
das den oben beschriebenen Kointegrationsvektor 
pCIB200/HS1 enthalt sowie Agrobacterium turnefa- 
cteris~ C58~(pCiB542): " ~~ — - 

Bei dem Plasmid pdB542 handelt es sich urn ein 
apathogenes Helferplasmid, dessen Konstruktion in 50 
der Europaischen Patentanmeldung EP 256 223 
ausfuhrlich beschrieben ist und die in Form einer 
Referenz ein Bestandteil vorliegender Erfindung ist. 

Die Kreuzung der 3 Eltern-Stamme und damit die 
Ueberfuhrung des kointegrierten Plasmids 55 
pCIB200/HS1 in Agrobacterium erfolgt nach dem bei 
Tepfer und Casse-Delbart, 1987 beschriebenen 
Verfahren. 

Die aus diesem "triparental mating 0 resultierenden 
Agrabakterien erhalten die Bezeichnung C58 60 
(PCIB542: pCIB200/HS1). Sie besitzen damit neben 
dem Helferplasmid pCIB542 auch das kointegrierte 
Plasmid pCIB200/HS1. 

65 



2.4. Herstellung transgener Brassica napus Pflanzen 

BlattstengelstQckchen (Petiolen) von Brassica 
napus werden nach dem bei Guerche el al. , Mol. 
Gen. Genet., 206 : 382-386 1987 beschriebenen 
Verfahren transformiert. Anstelle der dort verwende- 
ten Agrobacterium rhizogenes -Stamme erfolgt die 
Transformation von Brassica napus in diesem Fall 
mit Hilfe eines Gemisches von Agrobacterium 
rhizogenes und Agrobacterium tumefaciens C58 
(pCIB542: pCIB200/HS1), dessen Herstellung in 
Beispiel 2.3. beschrieben ist. Das Mischungsverhalt- 
nis von A. rhizogenes und A. tumefaciens C58 
(pCIB542: pCIB200/HS1) betragt vorzugsweise 9:1. 

2.4.1. Kultivierung der Agrobacterium-Stamme und 
Herstellung der Inokulationsldsung 

Vor der Inokulation werden die Agrobacterien- 
Stamme auf YEB Medium [Bacto Rindfleischex- 
trakt 5 g/l, Bacto Hefeextrakt 1 g/l, Peptone 5 g/l, 
Sucrose 5 g/l MgSCU 2 mM, pH 7,2], welches zuvor 
mit 100 [ig/ml Ampicillin und 25 ng/ml Kanamycin 
angereichert und mit 1,5 0/0 Agar verfestigt wurde, 
ausplattiert. Nach einer Kultivierungsdauer von 48 h 
bei einer Temperatur von 28°C wird eine einzelne 
Kolonle zum Animpfen einer Flussfgkultur verwen- 
det. Diese wird in 100 ml Erlenmeyer-Kolben in 
einem flQssigen YEB-Medium, welches mit Antibioti- 
ka in der zuvor angegebenen Konzentration angerei- 
chert ist, durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgt bei 
einer Temperatur von 28° C auf einer SchOttelma- 
schine bei einer Geschwlndlgkeit von 200 U.p.m. Die 
Kultivierungsdauer betragt 24 h. 

Anschliessend wird eine zweite Subkultivlerung in 
flQssigem Medium mit einem Verdunnungsverhaltnis 
von 1:20 unter ansonsten gleichen Bedingungen 
durchgefuhrt. Die Inkubationsdauer betragt in die- 
sem Fall 20 h. 

Diese Massnahmen fOhren zu einer Populations- 
dichte an iebenden Agrobakterien von etwa 10 9 /ml. 

Die Bakterienzelfen werden durch Abzentrtfugie- 
ren geemtet und anschliessend in einem aquivalen- 
ten Volumen einer 10 mM MgS04-L6sung, die keine 
Antiblotika enthalt, resuspendiert. 

2.4.2. inokulation von Brassica napus 
Blattsterigelstuckchen 

Blattstengel von Brassica napus werden zunachst 
10 min in einer Kalziumhypochforit-Losung (70 g/l) 
oberflachensterilisiert und mit destilliertem Wasser 
abgespult. Anschliessend werden diese in kleine 
Stucke geschnfttene, die eine Dicke von 6-10 mm 
aufweisen und in Petrl-Schalen QberfQhrt. Diese 
enthalten steriles Leitungswasser oder aber eine 
Salzlosung nach Monnier (Monnier, Revue des 
Cytologie et de Biologle Vegetaies, tome 31 : 78, 
1976), die durch Zugabe von 0,7 0/0 Agar verfestigt 
wird. 

Fur die Inokulation werden gut gewachsene 
Agrobacterienkulturen verwendet, die eine OD680 
von ca. 1 .00 aufweisen (dies entspricht einer Anzahl 
von ca. 10 9 Zellen/ml). 

Fur die gemischte Inokulation von Agrobacterium 
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rhizogenes und Agrobacterium tumefaciens werden 
die Bakterien zunachst bis zum Erreichen der 
erforderlichen Zelldichte getrennt kuitiviert und erst 
unmittelbar vor der beabsichtigten Inokulation ge- 
mischt und zwar in einem Verhaltnls von 9:1 (A. 
rhizogenes: A. tumefaciens ). 

Nach erfoigter Inokulation werden die Petri-Scha- 
len gut verschlossen und fur etwa 2 bis 3 Wochen 
bei Raumtemperatur inkubiert. Eine erfolgreiche 
Transformation mlt A. rhizogenes lasst sich dann 
sehr einfach am Auftreten haariger Wurzelchen 
erkennen. 

Die Transformation durch A. tumefaciens kann 
dagegen nur anhand der erworbenen Kanamycln- 
Resistenz nachgewiesen werden. 

Bei dem hier verwendeten Mischungsverhaltnis 
von 9:1 enthalten bis zu 95 o/o der Wurzelchenkolo- 
nien eine durch A. tumefaciens -Transformation 
verursachte Kanamycin-Resistenz. 

2.5. Regeneration ganzer Pflanzen 

Die Regeneration ganzer Pflanzen aus Wurzelko- 
lonien erfoigt nach bekannten Verfahren, wie sie 
etwa bei David et al. , Biotechnology, 1 : 73, 1982, 
Tepfer und Casse-Delbart, 1987 oder bei Guerche et 
aL, Mol. Gen. Genet., 206 :382-386 1987 beschrieben 
sind. 

Wurzelgewebe wird auf ein Monnier Medium 
uberfQhrt. das 0,36 jiM 2,4 D und 0,72 \M Kinetin als 
Zusatz enthfilt und mit 0,8 o/ 0 Agar verfestigt wird. 
Nach 4 Wochen Kulturdauer wird das entstandene 
Kallusgewebe fn ein f lussiges, hormonfreies Medium 
nach Monnier OberfOhrt und auf eine Rundschuttel- 
maschine bei 150 Upm und einer Temperatur von 
22°C bis 25°C inkubiert. 

Der Kallus lost sich auf und bildet eine Suspensions- 
kultur, aus der sich nach ca. 1 Monat Embryonen 
differenzieren. Diese Embyronen werden in Petri- 
schalen auf hormonfreies Monnier-Medium weiter- 
kultiviert, wo sie sich in kieine Pflanzchen weiterdif- 
ferenzieren. 

2.6. Transaktivierung transgener Pflanzen durch 
CaMV-lnfektion 

Transgene Brassica napus Pf ianzen~wertien nach 
Lebeurier et al. , 1980 mit Cauliflower Mosaik Virus 
infiziert. 

Die CAT-Aktivitat vor und nach der erfolgten 
CaMV-lnfektion wird in Blattextrakten transgener 
Brassica napus Pflanzen nach dem bei Fromm et al. , 
1982 beschriebenen Verfahren bestimmt. 

Dabei wird zunachst Blattmaterial (50 mg bis 100 
mg) in einem Extraktionspuffer (10 % v/v Glycerol, 
0,01 o/o w/v Natriumdodecylsulfat, 5 o/o v/v Mercap- 
toethanol, 0,005 o/o Bromphenolblau, 0,0625 M Tris 
pH 6,8) zerkieinert. Der partikulare Teil des so 
gewonnenen Extrakts wird mit Hilfe einer Zentrifuga- 
tion beseitigt. 

Der Ueberstand wird bei einer Temperatur von 65° C 
fur 10 min erhitzt (Inaktivierung pflanzlicher Substan- 
zen, die die CAT-Aktivitat beeintrachtigen), an- 
schliessend auf Raumtemperatur abgekuhlt und in 
dem unter Punkt 1.3. beschriebenen CAT-Assay 



verwendet. Die mit dem HS1-Konstrukt transfor- 
mierten Pfianzen zeigen eine erhohte Aktivierbarkeit 
des CAT-Gens, die bis zum 50fachen im Vergleich zu 
den Kontrollen betragen kann. 

5 

Beispiel 3: Transaktivierung von CaMV 19 S 
Transkripten 

10 3.1. Konstruktion von p19SCAT 

Als Vektor wird das Plasmid pDH19u verwendet. 
das aus der CaMV 35S Promotor-Terminator Kasset- 
te aus dem Plasmid pDH51 (Pietrzak M et al. . Nucl. 

15 Acids Res., 14 : 5857-5868, 1986) und dem Plasmid 
pTZ19u (Mead, DA, et al. t B., Prot. Engineering, 1 : 
67-74, 1986) zusamengesetzt ist. Dazu wird pDH51 
mit EcoRI verdaut, die resultierenden Fragmente mit 
T4 DNA Polymerase behandelt und das CaMV 35S 

20 Promotor-Terminator Fragment in das grosse Pvull 
Fragment von pTZ19u kloniert. 
Nach Verdauung von pDH19u mit Ncol und Smal 
wird das uberhangende Ncol-Ende mit Hilfe von 
"Klenow* DNA Polymerase aufgefulit und das gros- 

25 se Fragment isoliert. Als CaMV 19S Promoter 
Fragment wird die Genomregion von Position 4875 
bis Position 5355 von CaMV (Stamm CM4.184, Dixon 
L et al. , Virology, 150 : 463-468. 1986) als Mnll 
Fragment isoliert und mit dem grossen Ncol/Smal 

30 Fragment von pDH19u verknupft. Dadurch wird das 
Plasmid p19S erhalten, das den CaMV 19S Promo- 
tor, Polylinkersequenzen und den CaMV Transkrip- 
tionsterminator enthalt. Plasmid p19S wird mit 
BamHI und Sail geoffnet und mit dem kleinen 

35 BamHI/Sall CAT-Fragment aus Plasmid pZL811 
(Wong, DT et aL , J. ViroL, 55 : 223-231, 1985) 
verknupft. Im letzten Schritt wird das ATG Starkodon 
des CAT Leserasters durch Deletionsmutagenese 
mit Hiife eines OHgonukleotides mit dem ATG 

40 Startkodon des CaMV Proteins VI fusioniert. Als 
Transaktivatorplasmid wurd das Plasmid V374 (siehe 
Abbildung 4) verwendet. Es enthalt das EcoRV 
Fragment aus CaMV (Stamm CM4.184), das das Gen 
VI enthalt, kloniert in die Smal Restriktionsstelle von 

45 Plasmid pDH51. 

3:2rTransformatiOn vorr Brassica rapaProtopiasten 

Turgeszente Blatter von Brassica rapa werden 
50 zunachst oberflachensterilisiert durch Einlegen in 
eine 0,5 o/o Kalziumhypochlorit-Losung fur 30 Minu- 
ten Anschliessend werden die Blatter mit sterilem 
Wasser fur jeweils 1 bis 2 Minuten gewaschen (5x). 
Die so behandelten Blatter werden in grobe Stucke 
55 geschnitten und in eine Enzymlosung eingebracht 
und dort in ca. 1 mm breite Streifen geschnitten. Die 
inkubation erfoigt uber Nacht im Dunkeln bei einer 
Temperatur von 26° C. 

60 Enzymlosung (100 ml): 
Mannit 6,15 g 
CaCl2 0,63 g 
Cellulose 1 ,0 g 

"Onozuka" R10 (Yakult Co., Ltd., Japan) 
65 Macerozyme R10 0,1 g 
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pH 5,4 

Nach der UebernachMnkubatlon wird die Enzym- 
losung, enthattend Protoplasten und Blattreste, auf 
eine 50 \xm Stahlsieb gegeben und filtrtert Die so 
abgetrennten Protoplasten werden in Zentrifugen- 
rohrchen uberfuhrt und 10 min bei 4000-5000 rpm 
zentrifugiert. Der Ueberstand (Enzymlosung) wird 
verworfen und die pelletierten Protoplasten in 10 ml 
Elektroporationspuffer wlederaufgenommen. Der 
ganze Vorgang wird nochmals wiederholt und die 
Protoplasten-Suspenslon auf 3 x 10 6 /ml eingestellt. 

Die Elektroporation der Brassica fapa Protopla- 
sten erfolgt in analoger Weise zu den in Beispiel 1.2. 
fGr Tabak-Protoplasten beschriebenen Verfahren, 
jedoch erfolgt In diesem Fall die Aufladung der 
Kondensatoren mit 180 V. 

Die Inkubation der elektroporlerten Brassica- Pro- 
toplasten wird in A Medium (siehe unten) antselle 
des fOr Tabak-Protoplasten verwendeten AA Me- 
diums durchgefGhrt. 



10 



15 



20 



A OS (per 100 ml): 
Natriumpyruvat 20 mg 
Zitronensaure 40 mg 
Aepelsaure 40 mg 
Fumarsaure 40 mg 
(pH auf 5,5 einstellen mit NH4OH) 

3.3. Ergebnlsse 

Die induzierte CAT Aktivitat wird 20 Stunden nach 
der erfolgten Elektroporation gemessen unter Ver- 
wendung der in Abschnitt 1.3. beschriebenen CAT- 
Assays. Die Analyse ergibt, dass die Elektroporation 
mit p19SCAT nur zu efner sehr niedrigen CAT 
Expression fuhrt. Wird jedoch zusammen mit 
p19SCAT ein Plasmid in die Protoplasten elektropo- 
riert, von dem das CaMV Protein VI exprimiert 
werden kann, dann lasst sich eine etwa 20fache 
Stimulierung der CAT AktMtat beobachten. 



A-Medium 1 I: 

A macro 100 ml 

A micro a B5 micro 1 ml 

MS Eisen je 5 ml 

A vita ^ B5 vita 10 ml 

A OS 25 ml 

Glucose 80 g/l 

Xylose 250 mg/l 

Caseinhydrolysate 500 mg/l 

(= N-Z-amine) 

*2,4 D 1 mg/l 

5 NAA 0,1 mg/l 

6 6BAP 0,5 mg/l 

pH 5,7-5,8 

Stammlosungen (A-Medium): 

A macro (per 100 ml): 
NaH 2 P04-1 75 mg 
KH2PO4 170 mg 
KNO3 2200 mg 
NH4NO3 600 mg 
(NH 4 )2S04 75 mg 
MgS04-7 310 mg 
CaCl2*2 295 mg 



A micro (per 100 mi): 
MnS04-1 1000 mg 
Na2Mo04-2 25 mg 
H3BO3 300 mg 
ZnS04-7 200 mg 
CUSO4 -5 2,5 mg 
C0CI26 2,5 mg 
KJ 75 mg 



A vita (per 100 ml): 

Inositol 100 mg 

Nicotinsaure 10 mg 

Pyridoxin -HCI 10 mg 

Thiamin -HCI 100 mg 

* 2,4 D 2,4-Dichtorphenoxiesslgsaure 
6 NAA NaphthyM -esslgsaure 
6 6BAP 6-Benzylaminopurin 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum Schutz von Pflanzen vor 
einer Virusinfektion und/oder deren Folgen, 
dadurch gekennzeichnet, dass man In besagte 
Pflanzen mit Hilfe gentechnologischer Metho- 
den eine induzlerbare Virusresistenz einbringt. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass man ein Induzierbares 
Schutzfaktorgen in die Pflanze einbringt, wel- 
ches bei einer beginnenden Virusinfektion 
durch Zugabe geeigneter Induktoren und/oder 
durch den infizierenden Virus selbst zur Ex- 
pression besagten Schutzfaktors verantasst 
wird. 

3. Verfahren gemass Anspruch 2 t dadurch 
gekennzeichnet, dass man das Schutzfaktor- 
gen mit virusspezifischen Kontrollsequenzen 
sowie mit in pflanzlichen Zelien aktiven Expres- 
sionssignalen in operabler Weise verknupft, 
sodass die Induktion des Schutzfaktorgens und 
damit die Produktion des Schutzfaktors durch 
den infizierenden Virus selbst kontrolliert wird. 



"4™verranren~gemass~>\nsprucn~ar"aaaurcn" 
gekennzeichnet, dass die vlrusspezifische In- 
duktion des Schutzfaktorgens uber eine Trans- 
aktivierung derTranskrlption erfolgt. 

5. Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die vlrusspezifische In- 
duktion des Schutzfaktorgens auf der post- 
transkriptionalen Ebene erfolgt. 

6, Verfahren gemass Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die virusspezlfische In- 
duktion des Schutzfaktorgens Ober 

a) eine Kontrolle der mRNA Verlange- 
rung, 

b) eine Kontrolle des mRNA Transports 
vom Nukleus ins Cytoplasma, 

c) eine Kontrolle des mRNA Spleissens, 

d) eine Kontrolle der mRNA Polyaden- 
ylierung, 
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e) eine Kontrolle der Translations-initia- 
tion oder 

f) eine differenzierte Verwendung ver- 
schiedener ORF's auf einer polycistroni- 
schen RNA erfolgt. 5 

7. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die virusspezifische In- 
duktion des Schutzfaktorgens durch posttrans- 
lationale Modifikation des Protein-Produktes 
erfolgt. 10 

8. Verfahren gemass der Anspruche 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass man das indu- 
zierbare Schutzfaktorgen in operabler Weise 
mit Expressionssignalen verknupft, die in der 
pflanzlichen Zelle aktlv sind und die die Expres- 15 
sion besagten Schutzfaktorgens in der Pflanze 
gew&hrleisten. 

9. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 
Schutzfaktorgen um eine natflrllch vorkommen- 20 
de t fur einen Schutzfaktor kodierende DNA-Se- 
quenz handelt. 

10. Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz 
einen Schutzfaktor kodiert, der sich von einem 25 
naturlich vorkommenden Schutzfaktor unter- 
scheidet, der aber noch im wesentlichen diesel- 

be Schutzf unktion erf Qllt. 

11. Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem 30 
Schutzfaktor um eine antiviraie Substanz han- 
delt. 

12. Verfahren gemass Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bet besagtem 
Schutzfaktor um eine zelltoxische Substanz 35 
handelt. 

13. Verfahren gem&ss Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagter 
anttviraler Substanz um einen Antivirus- Antikor- 

per, ein PR-Protein, einen virusspezrfischen 40 
Proteaseinhibitor, eine Protease, einen viruss- 
pezifischen Polymerase-inhibitor oder ein Inter- 
feron-ahnliches Protein handelt 

14. Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagter 45 
zeiltoxischer Substanz um ein Toxin, eine aktive 

"Untereinheit"eines~Toxinsrein~pR-Proiein"oder ~ 
ein Protein handelt, welches naturlicherweise 
eine hypersensitive Reaktion ausldst. 

15. Verfahren gemass Anspruch 14, dadurch 50 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagter 
zeiltoxischer Substanz um ein Ribosomen-inak- 
tivierendes Protein handelt. 

16. Ein rekombinantes DNA-Molekul, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine induzierbare 55 
Virusresistenz auf Pflanzen Qbertragt. 

17. Ein rekombinantes DNA-Molekul, gem&ss 
Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es 
eine DNA-Sequenz aufweist, die fur einen 
induzierbaren Schutzfaktor kodiert. 60 

18. Ein rekombinantes DNA-Molekul gemass 
Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte, einen Schutzfaktor kodierende DNA- 
Sequenz auschliesslich aus genomischer DNA, 

aus cDNA oder aus synthetischer DNA oder 65 



aber aus einem Gemisch besagter DNA's 
besteht. 

19. Ein rekombinantes DNA-Molekul gemass 
Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte, einen Schutzfaktor kodierende DNA- 
Sequenz in operabler Weise mit einer Kontroll- 
region verknupft ist, die eine Induktion des 
Schutzfaktorgens gewahrleistet. 

20. Ein rekombinantes DNA-Molekul gemass 
Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bet besagter Kontrollregion um eine viruss- 
pezifische Kontrollregion handelt. 

21. Ein rekombinantes DNA-Molekul, gemass 
Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte, einen induzierbaren Schutzfaktor ko- 
dierende DNA-Sequenz in operabler Weise mit 
Expressionssignalen verknupft ist, die in pflanz- 
lichen Zelien aktiv sind. 

22. Ein rekombinantes DNA-Molekul gemass 
Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass es 
besagte virusspezifische Kontrollregion den 
ORF VII und die intergenomische Region zwi- 
schen ORF VII und ORF I des Cauliflower 
Mosaik-Virus umfasst. 

23. Rekombinantes DNA-Molekul gemass An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass es 
die komplette CaMV 35S Enhancer/Promoter- 
Region, die Leadersequenz, den Leserahmen 
ORF VII, die kleine intergenomische Region, 16 
Kodons des Leserahmens ORF I, 17 Kodons 
von Linker- und Spacersequenzen, die fur ein 
Schutzfaktorgen kodierende Region, Spacerse- 
quenzen, eine CaMV Poiyadenylierungsstelie 
sowie Sequenzen des Plasmids pUC18 enthalt. 

24. Rekombinantes DNA-Molekul gemass An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass es 
zwischen dem 19 S Promotor und dem CaMV 
Transkriptionsterminator den Leseraster eines 
Schutzfaktor-kodierenden Strukturgens ent- 
halt. 

25. Verfahren zur Herstellung eines rekombi- 
nanten DNA-Molekuls gemass Anspruch 16, 
das durch die folgenden Verfahrensschritte 
gekennzeichnet ist: 

a) Isolierung und Klonierung einer 
Schutzfaktor kodierenden DNA-Sequenz, 

"b)~funkiioneiie~Verkriupfung~besagier- 
DNA-Sequenz, welche einen Schutzfaktor 
kodiert, mit einer virusspezrfischen Kon- 
trollregion in einer Weise, dass die Induk- 
tion der Schutzfaktorbiidung bei einer 
beginnenden Virusinfektion gewahrleistet 
ist, und 

c) Einspleissen der unter b) beschriebe- 
nen hybriden Qenkonstruktion in operabler 
Weise zwischen in pflanzlichen Zellen 
aktiven Expressionsignalen. 

26. Verfahren gemass Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, dass die funktionelie Verknup- 
fung zwischen Schutzfaktor kodierender DNA- 
Sequenz und virusspezifischer Kontrollregion 
durch Austausch viraler, kodierender DNA-Se- 
quenzen erfolgt, die seibst durch besagte 
virusspezifische Kontrollregion kontrolliert wer- 
den. 
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27. Rekombinantes DNA-MolekGI gemass An- 
spruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich urn eine cDNA handelt die kompiementfir 
ist zur RNA3 von BMV und die anstelle des fur 

eln HQIIprotein-kodierenden DNA-Abschnittes 5 
ein Schutzfaktorgen eingebaut enthalt. 

28. Verfahren gem&ss Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagten 
virusspeziflschen Kontrolisequenzen um 
CaMV-Kontrollsequenzen handelt. 10 

29. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich um BMV-Kon- 
troilsequenzen handelt. 

30. Verfahren gem&ss Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte funktionelle Ver- 15 
knupfung durch Austausch eines kodierenden 
DNA-Abschnittes des ORF1 auf dem CaMV- 
Qenom gegen ein Schutzfaktorgen erfolgt. 

31. Verfahren .gemass Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte funktionelle Ver- 20 
knupfung durch Austausch eines kodierenden 
DNA-Abschnittes des ORFVI auf dem CaMV- 
Genom gegen ein Schutzfaktorgen erfolgt. 

32. Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass besagte funktionelle Ver- 25 
knupfung durch Austausch eines HQIIprotein- 
kodierenden cDNA-Abschnittes, der kompie- 
mentar ist zu der entsprechenden Region auf 

der RNA3 von BMV, gegen ein Schutzfaktorgen 
erfolgt. 30 

33. Verfahren gemass Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei besagten 
Expressionssignalen um Promotor- und Termi- 
nationssequenzen sowie um weitere regulator!- 
sche Sequenzen der 3'- und 5'-nichttranslatier- 35 
ten Region handelt, die in pfianzfichen ZeUen 
akttvsfnd. 

34. Ein DNA-Transfer-Vektor, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er ein rekombinantes DNA- 
Molekul gemass einem der Anspruche 16 bis 24 40 
enth&lt. 

35. Ein DNA-Expressions-Vektor, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er ein rekombinantes DNA- 
Molekul gemass einem der Anspruche 16 bis 24 
enth&lt. 45 

36. Eine Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, 

dass sie 

a) einen DNA-Transfer-Vektor gemass 
Anspruch 34 enthalt 

b) einen DNA-Expressfons-Vektor ge- so 
mass Anspruch 35 anthait. 

37. Eine Wirtszelle gemass Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich dabei 
um einen Mikroorganismus handelt. 

38. Eine Wirtszelle gemass Anspruch 36, 55 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich dabei 

um eine pflanzliche Zelle handelt. 

39. Wusresistente transgene Pfianze und 
deren Samen, hergestellt nach einem Verfahren 
gemass einem der AnsprOche 1 bis 1 5. 60 

40. Virusresistente transgene Pfianze deren 
Zellen gesamthaft oder aberteilweise mit einem 
rekombinanten DNA Molekul gemass einem der 
Anspruche 16 bis 24 transformiert ist sowie die 
Samen besagte r transgener Pfianze. 65 



41. Eine pflanzliche Zelle, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie mit einem rekombinanten 
DNA-Molekul gemass einem der AnsprOche 16 
bis 24 transformiert Ist. 

42. Eine pflanzliche Zelle gemass Anspruch 41 , 
dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Bestand- 
teil einer ganzen Pfianze ist. 

43. Eine virusresistente transgene Pfianze und 
deren Samen gemass einem der AnsprOche 39 
oder 40, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Solanaceae, Cruciferae, Compositae, Lilia- 
ceae, Vitaceae, Chenopodiaceae, Rutaceae, 
Alllaceae, Amaryllidaceae, Asparagaceae, Or- 
chidaceae, Palmae, Bromeliaceae, Rubiaceae, 
Theaceae, Musaceae oder Gramineae und der 
Ordnung Leguminosae und hier vor allem der 
Familie Papilionaceae . 

44. Eine virusresistente transgene Pfianze und 
deren Samen gemass Anspruch 43, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Fragaria, Lotus, 
Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, 
Vigna, Citrus, Unum, Geranium, Manihot, Dau- 
cus, Arabidopsis, Brasslca, Raphanus, Sinapis, 
Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lyco- 
persicon, Nicotlana, Solanum, Petunia, Digitalis, 
Majorana, Clchorium, Helianthus, Lactuca, Bro- 
mus, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocallis, 
Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, 
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, 
Browallia, Glycine, Gossypium, Lolium, Zea, 
Triticum und Sorghum, Ipomoea, Passiflora, 
Cyclamen, Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Popu- 
lus, Santalum, Allium, Ulium, Narcissus, Ana- 
nas, Arachis, Phaseolus und Pisum . 

45. Eine virusresistente transgene Pfianze und 
deren Samen gem&ss Anspruch 43, ausgewahlt 
aus der Gruppe Allium, Avena, Hordeum, Oryza, 
Panicum, Saccharum, Secale, Setaria, Sorg- 
hum, Triticum, Zea, Musa, Cocos, Phoenix und 
Elaeis . 

46. Nachkommen elner virusresistenten, 
transgenen Pfianze gemass Anspruch 40, da- 
durch gekennzeichnet, dass besagte Nach- 
kommen aus pflanzlichen Zellen regeneriert 
worden slnd, welche mit einem recomblnanten 
DNA-Molekul transformiert sind, welches eine 
in duzierbare Vlrusreslstenz auf Pflanzen ub er- 
tragt und, dass besagte Nacfikommenschaff 
Mutanten und Varianten miteinschliesst. 

47. Transformierte lebensfahige Teile von 
Pflanzen gem&ss einem der Anspruche 39 oder 
40, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
Protoplasten, Zellen, Zellaggregate, Kali us, Sa- 
men, Pollen, Elzellen Zygoten, oder Embryonen 
handelt. 

48. Kreuzungs- und Fuslonsprodukte mit dem 
in den AnsprOchen 39 bis 47 definierten 
Pflanzenmaterial, das noch die charakteristi- 
schen Eigenschaften des transformierten Aus- 
gangsmateriafs aufweist. 

49. Verfahren zur Herstellung virusresistenter, 
transgener Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, 
dass man eine Pfianze oder lebensfahige Teile 
davon mit einem rekombinanten DNA Molekul 
gemass einem der AnsprOche 16 bis 24 trans- 
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formiert. 

50. Verwendung eines rekombinanten DNA- 
Molekuts gemass einem der Anspruche 16 bis 
24, zur "Immunisierung" von Pflanzen gegen 
einen unerwOnschten Virusbefall. 5 
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